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RESUMO

Em 2019, a costa nordeste do Brasil foi impactada pelo aparecimento de um
grande volume de dleo, registrado como o maior desastre ambiental do pais
envolvendo este tipo de material. Amostras deste Oleo foram coletadas entre os
estados de Sergipe e Pernambuco, bem como amostras das principais correntes
produtoras da bacia Sergipe-Alagoas; e amostras de dois tambores que
aportaram no litoral de Sergipe e um no Rio Grande do Norte. Com 0 objetivo de
avaliar a existéncia de relacdo entre estes materiais, o presente trabalho propos
a caracterizacdo geoquimica das amostras por cromatografia gasosa/
espectrometria de massas (GC/MS) e espectroscopia de energia dispersiva de
raios-X (EDX); bem como a aplicacdo de uma nova estratégia multicamada
empregando a técnica de espectrometria de massas nas suas duas formas mais
desenvolvidas de andlise, o modo sequencial por monitoramento de reacdes
multiplas (MRM) e ultra-alta resolucdo (UHRMS) para atribuicdo das relacdes de
similaridade/dissimilaridade entre as amostras da bacia SE-AL, do tambor e do
derramamento. A proposta foi baseada nos recentes avangos da espectrometria
de massas e nas limitac6es do método proposto pelo Comité Normativo Europeu
(CEN method). As andlises dos biomarcadores hopanos e esteranos, realizada
por GC/MS/MS-MRM, EDX, e as informacdes obtidas a partir do cromatograma
reconstruido para o ion m/z 85 apontaram que os 6leos do derramamento sdo
oriundos do mesmo evento. As razdes de biomarcadores de evolucdo térmica e
o aporte de matéria organica, com énfase na presenca do biomarcador 18(H)-
oleanano sustentam essa afirmacgéo. A utilizacdo dos dados de UHRMS, como
uma nova e adicional camada analitica, contribuiu para a atribuicdo inequivoca
de similaridade/dissimilaridade entre as amostras, quando tratados
estatisticamente por analises de componentes principais (PCA) e agrupamento
hierarquico (HCA). Com base nos resultados, sugere-se que o0s 6leos do
derramamento ndo compartilham semelhancas com 6leos produzidos na bacia
Sergipe-Alagoas; e apresentaram similaridade com os 6leos contidos nos

tambores.

Palavras-chave: derramamento de Oleo no brasil, Orbitrap, biomarcadores,

petrole6mica, analise multivariada.
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ABSTRACT

In 2019, the northeast coast of Brazil was impacted by the appearance of a large
volume of oil, which was recorded as the largest environmental disaster in the
country involving this type of material. Samples of this oil were collected between
the states of Sergipe and Pernambuco, as well as Samples of the main producing
currents of the Sergipe-Alagoas Basin and two drums that landed on the coast of
Sergipe and Rio Grande do Norte. In order to evaluate the existence of a
relationship between these materials, the present work proposed the
geochemical characterization of Samples by gas chromatography/mass
spectrometry (GC/MS) and X-ray dispersive energy spectroscopy (EDX), as well
as the application of a new multilayered strategy employing the mass
spectrometry technique in its two most developed forms of analysis, the
sequential mode by monitoring multiple reactions (MRM) and ultra-high resolution
(UHRMS), to assign similarity relationships between the samples from Sergipe-
Alagoas basin, barrel and spilled oil samples. The proposal was based on recent
advances in mass spectrometry and the limitations of the method proposed by
the European Normative Committee (Cen Method). Hopanes and steranes
biomarker analyses by GC/MS/MS-MRM, EDX, as well as the data obtained from
the reconstructed chromatogram to the m/z 85 ion, indicated that the spilled oils
originated from the same event. The diagnostic ratios for thermal evolution and
the contribution of organic matter, with emphasis on the presence of 18(H)-
oleanane biomarker, support this statement. The use of UHRM data, as a new
and additional analytical layer, contributed to the unambiguous attribution of
similarity or dissimilarity between Samples when statistically treated by principal
component analysis (PCA) and hierarchical clustering analysis (HCA). Based on
the results, it is suggested that the spilled oils do not share similarities with oils
produced in the Sergipe-Alagoas basin and present similarities with the oils

contained in the drums.

Keywords: Brazilian oil spill, Orbitrap, biomarkers, petroleomics, multivariate

analysis.
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1 INTRODUGCAO

Desde a primeira aparicdo de manchas de 6leo nas praias da regido
nordeste do Brasil, em 30 de agosto de 2019, até 19 de marco de 2020, cerca
de 1009 localidades (distancia minima de 1 km entre elas) foram registradas
como afetadas pelo 6leo[1]. Este incidente, que foi o maior desastre ambiental
causado por derramamento de 6leo na histdria do pais, causou inUmeros danos
aos ecossistemas e gerou impactos socioecondmicos nas areas afetadas [2].
Estudos ambientais e relatorios sobre as consequéncias para a biodiversidade
marinha e para as populagdes locais deixaram clara a extensdo dos danos, bem

como a falta de informacdées sobre a origem do material [3,4].

Os derramamentos de 6leo configuram-se um problema global, por isso
é importante identificar suas fontes. Dentro de um contexto investigativo, ou
forense, uma série de andlises fisicas e quimicas sdo utlizadas na
caracterizacdo das amostras envolvidas para determinar a natureza do produto
e sugerir a provavel origem do 6leo do derramamento [5]. Dentre o conjunto de
andlises adotadas para a caracterizacdo de petréleo e derivados, as analises
quimicas baseadas em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC/MS) sdo as mais comumente utilizadas. A partir dessa analise,
inicia-se a busca por marcadores biologicos capazes de determinar as
impressdes digitais quimicas dos 6leos investigados, comumente chamados de

fingerprint ou perfil da amostra [6].

Os biomarcadores, como também sdo chamados, encontrados em
Oleos, rochas e sedimentos brutos sdo estaveis e mostram pouca ou henhuma
alteracdo nas estruturas de seus precursores biogénicos, por exemplo: 0s
terpenoides, esterois e esteroides [7]. Eles sdo chamados de marcadores
bioldgicos, pois, carregam consigo informacdes acerca da formacao do petroleo,
por exemplo: contribuicdo de matéria orgéanica, era geoldgica de formacéo,
estado de evolugao térmica, paleoambiente de deposi¢éo e, também, o grau de
biodegradacéao [7]. De posse destes dados, o quimico forense de petréleo inicia
a etapa de rastreabilidade do Oleo investigado. Através da comparacao dos perfis
das amostras destes compostos, tais como os das classes de biomarcadores
terpanos e esteranos, bem como um conjunto de relagbes destes

biomarcadores, ele demonstra quaisquer ligacdes ou relacdes entre as amostras



do Oleo do derramamento com as possiveis amostras de 6leo suspeitas de
estarem envolvidas no caso. Como esses dados podem ser importantes para
determinar a fonte do derramamento e/ou a origem geoquimica do Oleo, ter
métodos para caracterizar, identificar e atribuir fontes de forma inequivoca é a

chave para resistir ao escrutinio legal no tribunal [8—10]

Para este fim, a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas com analisador de ions tipo quadrupolo (GC/gMS) tem sido uma
ferramenta eficaz, que é comumente usada em dois diferentes métodos, a
varredura completa (SCAN) e o monitoramento de ion selecionado (SIM) para a
separacao e identificacdo de hidrocarbonetos de petréleo [11,12]. Contudo,
observa-se que o modo SIM apresenta algumas limitacdes relacionadas a
sensibilidade e seletividade. Han et al. (2020) investigaram o desempenho dos
modos de aquisicdo de monitoramento de reagbes mdultiplas (MRM), SIM e
SCAN para a quantificacdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
presentes em amostras de 6leos, o que revelou a superioridade do modo MRM

para este fim, em comparagédo com outros modos de aquisi¢ao [13].

Recentemente, a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas operando em modo sequencial (GC/MS/MS) vem sendo empregada
para desenvolver métodos mais seletivos e sensiveis para analise de
biomarcadores de petrdleo, como HPAs, terpanos e esteranos [13,14]. Na
analise por GC/MS/MS, o uso do modo de aquisicdo de MRM proporciona alta
seletividade, permitindo a analise precisa de um grande namero de transicdes
com diferentes relacdes de relacdo massa/carga (m/z). Além disso, 0 modo MRM
reduz problemas relacionados a picos cromatograficos interferentes e melhora a
relacéo sinal/ruido (S/N), em comparacdo com o modo SIM, que é especialmente
importante em analises de misturas naturais complexas, como 0Oleos brutos sob

investigagao forense de derramamentos de 6leo [11,12,14].

Lourenco et al. (2020), em um estudo sobre o derramamento que atingiu
a costa brasileira em 2019, utilizando a cromatografia gasosa com detec¢ao por
ionizagcdo em chama (GC-FID) e GC/MS (operando nos modos SIM e SCAN)
analisaram 11 amostras de manchas de 6leo coletadas em diferentes praias em
setembro de 2019. Os resultados para a identificacdo de biomarcadores e suas

razdes de biomarcadores indicaram um padréao de similaridade entre 10 dessas



11 amostras [15]. De acordo com a recente publicacdo de Zacharias, Gama e
Fornaro (2021), as investigacdes e estudos publicados indicaram duas hipoteses
sobre a procedéncia dos 6leos do derramamento na costa brasileira: (a) um
navio nao identificado derramando petréleo no oceano a 700 km da costa
brasileira; (b) um lento vazamento de 6leo de um naufragio antigo ou novo [16].
Outros autores divulgaram contribuicbes que apontam para a evidéncia das

caracteristicas do 6leo dos campos petroliferos venezuelanos [15,17].

Apesar da divulgacéo da provavel origem venezuelana do material deste
derramamento, muitas questdes ainda permanecem sem respostas com relacéo
a este desastre. H4 uma falta de informac@es especificas sobre a origem, como
a localizacao da bacia produtora da qual este 6leo foi inicialmente extraido. Além
disso, permanecem duvidas a respeito das semelhancas do contetdo
oleaginoso dos materiais densos e viscosos encontrados nos 1009 locais nos
onze estados brasileiros afetados, e se eles eram realmente do mesmo

derramamento [18,19].

Sabendo-se que os derramamentos de Oleos sdo comuns, e muitas
vezes inevitaveis nos processos industriais, € necessario avaliar a possivel
ocorréncia de derramamentos simultaneos durante o mesmo periodo, a partir de
30 de agosto de 2019. Devido a proximidade da bacia de Sergipe-Alagoas (SE-
AL) com as costas dos estados da Bahia, Alagoas, Pernambuco e Sergipe,
descrita como a mais afetada em termos de volumes de 6leo que aportaram as
praias [20], foi sugerido que os 6leos desta bacia poderiam ter relacdo com o
desastre. Além disso, dois tambores foram encontrados no mesmo local e
periodo dos 6leos do derramamento, um no Rio Grande do Norte e outro em
Sergipe, no entanto, apds caracterizacdo e comparacao via método padrao para
analise de 6leos derramados proposto pelo Comité Normativo Europeu (CEN

method), ambos foram descartados das investigacoes.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi propor um método multicamada
(em 3 niveis), com maior seletividade devido ao uso do modo MRM para
caracterizacdo dos biomarcadores apolares; e abrangente mediante a aplicacao
da UHRMS para caracterizagdo e comparacgéo da fragdo polar das amostras.
Desenvolvendo, assim, um método capaz de determinar com maior nivel de

confiabilidade as relacbes de similaridade/dissimilaridade entre as amostras



envolvidas no derramamento de 6leo no estado de Sergipe em 2019-2020. Para
isso, os perfis de n-alcanos por GC/MS foram avaliados a partir da reconstrucao
do cromatograma para ion m/z 85 (Nivel 1); as razdes de biomarcadores foram
determinadas a partir da analise dos biomarcadores pertencentes as classes de
esteranos e hopanos por GC/MS/MS-MRM com analises estatisticas univariada
e multivariadas (Nivel 2); e a aplicabilidade da UHRMS para correlacao 6leo-6leo

mediante aplicacdo de analise multivariada tipo PCA (Nivel 3) foi estudada.

1.1 Formacdao do petréleo

O petroleo, também chamado de 6leo bruto, varia em termos de
coloracéo, odor e densidade conforme sua origem. No entanto, de forma geral,
é definido como sendo uma substancia oleosa, inflamavel, com cheiro peculiar e
coloracdo entre preto e castanho [21]. Adicionalmente, por definicdo, os fluidos
ricos em hidrocarbonetos (gases e liquidos) produzidos a partir do querogénio
durante a catagénese e metagénese sdo coletivamente denominados de

petroleo [22].

Acerca da formacao do petroleo, ha duas correntes sobre a origem do
petréleo: a abiogénica (inorganica) e a biogénica (organica). A teoria de
formacdo associada a corrente inorganica afirma, de modo geral, que o petroleo
é formado a partir de uma reserva de metano na regido do manto, onde, sob
condicbes adequadas de pressdao e temperatura, sao formados o0s
hidrocarbonetos de massa molecular mais elevada que migram para niveis mais
préximos da crosta terrestre [23]. Ha duas teorias que emergiram no ultimo
século que sustentam a formacdo abiogénica do petrdleo, a teoria Russo-

Ucraniana e a Teoria de Thomas Gold [24,25].

A primeira explica que os compostos de hidrocarbonetos sao gerados no
manto da Terra e migram através das falhas profundas para a crosta terrestre.
La sdo formados depdsitos de petréleo e gas em qualquer tipo de rocha e em
qualquer tipo de posicédo estrutural, e, portanto, ndo seria uma mistura de
natureza fossil, uma vez que néo seria oriundo da deposicéo de organismos para
a sua formacado [24]. A segunda esta relacionada com a origem do metano
natural, tendo em vista as evidéncias da prevaléncia de gases de



hidrocarbonetos vazando pela terra, e especialmente em vista do fato de que o
grande interior do planeta pode ser uma fonte de tais hidrocarbonetos [26]. Em
contrapartida, a corrente da teoria organica afirma que o petroleo é formado a
partir de um histérico e longo caminho, onde h& a producdo, acumulo e
acomodacédo da matéria organica. E esse material acumulado é geologicamente
processado em trés etapas, nomeadas diagénese, catagénese e metagénese
[27].

O primeiro processo inicia-se nos sedimentos recém depositados, onde a
atividade microbiolégica é o principal agente de transformacédo. Esse processo
termina com a formacao do querogénio como produto final. O segundo processo
deriva de um incremento de temperatura durante a sedimentacdo do material
gerado. Com o0 aumento da temperatura inicia-se a degradacdo térmica, ou
craqueamento térmico do querogénio, responsavel pela producéo da maioria dos
hidrocarbonetos na forma liquida. No terceiro processo, € alcancada uma
profundidade maior, deste modo, as condicbes de pressdo e temperatura se
elevam ainda mais, além disso, as rochas sdo expostas a influéncia do magma
e dos efeitos hidrotérmicos. Assim, da-se inicio ao ordenamento cristalino, onde
o carvao produzido comeca a ser transformado em meta-antracito e os
constituintes do querogénio residual sdo convertidos em carbono grafite [22,28—
30].

O petréleo é encontrado em um sistema que envolve: rocha geradora,
caminho de migracéo primario e secundario, e reservatério. Consequentemente
a composicao quimica do petréleo depende do tipo da matéria organica da rocha
geradora, da evolugdo térmica da rocha de origem, dos caminhos de migracéo
primaria e secundaria e das alteracées que ocorrem no reservatorio. Portanto,
os Oleos originados de diferentes reservatorios de petroleo podem possuir
caracteristicas distintas, variando cor, viscosidade, odor, densidade e acidez
[22,31,32].

1.2 Composicdo Quimica do Petrdleo

Os produtos petroliferos geralmente recebem nomes diferentes, como
cortes de 6leo bruto. Os principais produtos das refinarias de petréleo em ordem



crescente de peso molecular sdo os seguintes: gases combustiveis leves, gas
liquefeito de petroleo, gasolina, nafta, combustivel para aviacdo e turbinas,
guerosene, Oleo diesel, 6leo lubrificante, 6leos de motor, 6leos cilindricos, ceras,
6leo combustivel pesado, asfalto e coque [33]. Assim, 0 petroleo € uma mistura
multicomponente de ocorréncia natural. Sua maior parte é composta por
hidrocarbonetos (alcanos, nafténicos e aromaticos), que variam entre 30% e
100% da composicao do 6leo. Os mais importantes entre 0s compostos do tipo
ndo-hidrocarbonetos sdo pertencentes as classes das resinas e dos asfaltenos
[28]. A sua composi¢do quimica pode variar ndo apenas em relacéo ao local ou
regido, mas, também, de acordo com a profundidade em um mesmo poco.
Diante da complexidade de sua composi¢cdo, ndo existem dois 6leos idénticos

[21].

De modo geral, a composicao elementar do petréleo € majoritariamente
de carbono e hidrogénio, ja os minoritarios séo: nitrogénio (0,1 - 2,0% m/m),
enxofre (0,05-6,0% m/m) e oxigénio (0,05-1,5% m/m), além de tracos de metais,
como vanadio, niquel, ferro e cobre, presentes em partes por milhdo. Observa-
se, também, que o teor de carbono é relativamente constante (83,0 — 87,0%
m/m), sendo os teores de hidrogénio e heteroatomos o que confere distincao

entre os Oleos [34].

1.2.1 Hidrocarbonetos

O petroleo é majoritariamente composto por hidrocarbonetos, os quais
podem, de acordo com classificagdo PIONA, podem ser divididos em parafinas
(n-alcanos), isoparafinas (iso-alcanos), olefinas (alcenos), nafténicos
(cicloalcanos) e aromaticos [35]. Exemplos dessas classes de hidrocarbonetos

estdo apresentados na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada..
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Figura 1. Representagdo de estruturas pertencentes a classe de
hidrocarbonetos.

Composto parafinico Composto nafténico
H'}C/\/\/\/\/\/\/\ R

Composto isoparafinico

CH, CH, CH; CH,4

H}CJV\)\/\)V\)\ R

Composto aromatico

Composto olefinico
R
H_}C/\/W\/\/\/\ R o

Fonte: Propria.

As parafinas séo hidrocarbonetos alifaticos aciclicos, ndo ramificados, e
ocorrem em proporcdes variaveis na maioria dos Oleos brutos. Um 6éleo
considerado parafinico contém entre 20 e 50% em massa de n-parafinas na
fracdo gasoleo [34]. Isoparafinas se diferem das n-parafinas devido a presenca
de ramificacBes em sua constituicdo. Sua ocorréncia se da ao longo do intervalo
de ebulicdo das fracdes do 6leo bruto e sdo encontradas na fracdo da gasolina.

Como ha uma imensa variedade, devido a possibilidade de ocorréncia de

diversos isbmeros, ndo existe em abundancia uma Unica espécie [30]

As olefinas sédo hidrocarbonetos insaturados contendo uma ou mais
ligacbes duplas entre os carbonos [34]. Devido & sua baixa estabilidade
oxidativa, a ocorréncia desta classe no 6leo bruto é baixa. Contudo, sua
importancia para a industria petroquimica e de polimeros cresceu nos ultimos 40
anos devido a metatese de olefinas, uma reagédo organica em que é possivel
redistribuir fragmentos de alcenos com pouca geragcdo de subprodutos

indesejaveis [36].

Os nafténicos séo cicloalcanos compostos por cinco ou seis atomos de
carbono. Esta classe pode chegar até 60% da composicdo total de
hidrocarbonetos totais nos 6leos brutos [21]. Os naftenos mono e biciclicos sao
geralmente os principais tipos de cicloparafinas nas fracdes inferiores de



ebulicdo do petréleo com ponto de ebulicdo e massa molecular maiores com a

presenca de ramificacbes parafinicas [34].

A classe de aromaticos é caracterizada pela presenca de um ou mais
ndcleos arométicos em sua estrutura, podendo estar ligados com outros nucleos
aromaticos ou cadeias parafinicas [34]. Eles sao divididos em hidrocarbonetos
monociclicos aromaticos (HMAS), em que estdo presentes o benzeno, tolueno,
etilbenzeno e os xilenos (BTEX), conhecidos por serem altamente

carcinogénicos, e os HPAs, como naftaleno, fenantreno e antraceno [37].

1.2.2 Nao-hidrocarbonetos

Embora o0 0leo bruto seja majoritariamente constituido por
hidrocarbonetos, os n&o-hidrocarbonetos (5 — 15%) formam uma classe
importante de compostos, na qual encontram-se 0S compostos nitrogenados,
sulfurados e oxigenados, além de concentracdes tracos de organometalicos.
Esta classe, embora minoritaria, contribui bastante para varios problemas
encontrados na industria do petréleo, como corrosao, formacao de emulsées e
coque. Além disso, eles também podem servir como importantes biomarcadores,
uma vez que a analise abrangente da composicdo quimica de compostos de alta
massa molecular e de média a alta polaridade, contendo atomos de nitrogénio,
enxofre e oxigénio (NSO), amplia a janela analitica para caracterizacédo
geoquimica das amostras de 6leo bruto e seus derivados [38].

1.3 Biomarcadores

Entende-se por substancias bioquimicas, ou biomoléculas, os compostos
pertencentes aos grupos dos carboidratos, lipideos e proteinas. Nesse sentido,
marcadores bioldgicos, denominados biomarcadores, sdo fésseis moleculares
complexos derivados de substancias bioquimicas, principalmente lipidios, cuja
origem é associada a produtos naturais provenientes de diversas fontes, como:
vegetais superiores, planctons e bactérias [31]. Essas estruturas, mesmo apos
terem sofrido transformacdes quimicas, preservaram seu esqueleto carbénico

original. Para ser classificado como um biomarcador, o composto precisa ter



estrutura relacionada a organismos vivos, ocorrer em alta concentragao no corpo

de origem e néo sofrer decomposicao durante a formacéo do 6leo [22,30].

De modo geral, a ocorréncia dos biomarcadores se da ao final da
diagénese, onde o material organico biogénico nos sedimentos é degradado e
reciclado por microrganismos ou majoritariamente convertido em material
polimérico insoltvel (querogénio ou carvao marrom) [22]. Assim, os indicadores
de fonte molecular mais Uteis neste estagio de maturidade em sedimentos
antigos sao biomarcadores, que estdao principalmente na forma de
hidrocarbonetos. Algumas informacdes relacionadas a fonte sao perdidas com o
desaparecimento de grupos funcionais (incluindo ligacbes C=C) e sua

estereoquimica associada [22,30].

No entanto, em hidrocarbonetos ciclicos, tanto alifaticos quanto
aromaticos, o numero de atomos de carbono e a posi¢cao dos substituintes no
esqueleto de carbono basico ainda podem transmitir algumas informacdes
relacionadas a fonte. Além disso, a configuracdo conferida biologicamente na
maioria dos centros estereogénicos é conservada durante a diagénese, embora
a isomerizacdo ocorra com o aumento da evolucdo térmica [22,39]. Os
biomarcadores representam apenas uma fracdo pequena e variavel da biomassa
original dos organismos contribuintes, portanto, apenas indicacfes de
contribuicbes relativas sdo possiveis [6]. Além disso, a distribuicdo de
biomarcadores pode ser distorcida pela sulfurizagéo preferencial de alguns dos
lipidios funcionalizados precursores durante a diagénese inicial [22].

Como os biomarcadores podem ser medidos em 0Oleos brutos e extratos
de rochas geradoras de 0leo, eles fornecem uma maneira de correlacionar as
duas. Assim, os geoblogos podem usa-las para interpretar as caracteristicas das
rochas geradoras [31]. Varias informacdes podem ser extraidas mediante o uso
dos biomarcadores presentes no petréleo, como condi¢des ambientais durante
sua deposicao (diagénese), evolucdo térmica experimentada pela rocha ou 6leo
(catagénese), matéria organica na rocha-geradora (fonte), o grau de
biodegradacéao, alguns aspectos da mineralogia das rochas de origem (litologia)
e idade [31,40,41].
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Dentre os mais variados tipos e classes de biomarcadores, os mais
conhecidos e utilizados em andlises geoquimicas sdo 0s n-alcanos e

isoprendides aciclicos (Pristano e Fitano), hopanos e os esteranos[42,43].

1.3.1 n-alcanos eisoprendides

Os n-alcanos, ou n-parafinas, mais frequentemente investigados no meio
ambiente sdo aqueles com cadeias que variam de n-Ci2 a n-Css, dependendo da
disponibilidade dos mesmos na amostra. Esses compostos sé&o produzidos por
processos bioldgicos ou nos estagios iniciais da diagénese [31]. As principais
fontes biol6gicas sdo: plantas terrestres, fitoplancton, animais, bactérias,
macroalgas e microalgas. Por exemplo, os n-alcanos oriundos de fitoplancton
marinho contém maior abundéancia de parafinas contendo 15, 17, 19 e 21 atomos
de carbono. Ja os derivados de plantas superiores sao constituidos
predominantemente por cadeias de atomos de carbono impares variando de n-

C15—Cas7, com maior predominancia de Cz7, C29 € C31[22].

Além do uso como marcadores da presenca de 6leo do derramamento no
ambiente, os hidrocarbonetos saturados também sdo empregados na
identificacdo do tipo de 6leo, como indicador de origem e no monitoramento de
variacbes da composicdo quimica do 6leo devido a intemperismo e/ou
biodegradacdo, comumente avaliados por GC-FID ou GC/MS, mediante
monitoramento da corrente total de ions (SCAN) ou pelo ion m/z 85, via
monitoramento de ion selecionado (SIM) ou cromatograma reconstruido do ion

(RIC) [5].

7z

O indicador mais importante obtido a partir dos n-alcanos é o Indice
Preferencial de Carbono (CPI), que fornece informac¢des sobre a predominancia
de cadeias moleculares de numeros de carbono impares sobre pares (ou vice-
versa). O CPI, proposto por Bray e Evans (1961), foi inicialmente definido a
meédia dos indices obtidos dividindo a soma das alturas dos picos de n-alcanos
de carbono impar entre 25 e 33 por dois denominadores diferentes (a soma dos
alcanos com numero de carbono par entre 24 e 32 ou entre 26 e 34)[31,44],

conforme Equacao 1.
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CPI = l(Czs + Cy7 + Cy9 + C31 + C33  Ca5 + (37 + Cy9 + C3q + Cs3
2 °Cyy + Coe +Cog+ (50 + (35 Cpe+ Cog+ C30+ (355 + (34 Eq.1

Alternativamente, Scalan e Smith (1970) propuseram a predominancia
impar-par (OEP) para contornar possiveis limitacdes matematicas do CPI. O
OEP pode incorporar qualquer faixa necessaria de numeros de carbono, como,
descrito na Equagéo 2 [31],

_ Area de (Cyy) + 6(Area de Cy3) + Area de Cys

OEP = - y
4(Area de sz) + 4(Area de Cy,) Fa. 2

Com relacdo aos isoprendides aciclicos pristano e fitano, esses sdo
oriundos principalmente da decomposicdo da clorofila. O pristano pode ser
originado por oxidagédo e descarboxilacdo do fitol, enquanto o fitano pode se
originar por desidratacdo e reducdo. Assim, pristano (Ci9) e fitano (Cz20) séo
geralmente os compostos isoparafinicos mais abundantes de toda a série de
isoparafinas regulares do inicio ao fim de um cromatograma da corrente total de

ions (TICC) para uma amostra de petréleo [31].

A relacao pristano/fitano (Pr/Ph) menor que 1 indica deposi¢do andxica da
rocha geradora, especialmente quando acompanhada de altos niveis de porfirina
e enxofre, enquanto Pr/Ph maior que 1 indica deposicao Oxica. Além disso,
valores altos de Pr/Ph (maiores que 3,0) indicam entrada de matéria organica
terrigena em condi¢Bes Oxicas, enquanto valores baixos (menores que 0,8)
tipificam ambientes anoxicos, comumente hipersalinos ou carbonéticos. A
maioria dos Oleos brutos tem valores de Pr/Ph dentro de uma faixa bastante
estreita (0,8-3), que, embora ainda influenciada pelas condicbes redox de
deposicdo, é influenciada por outros fatores. Além disso, pristano/fitano
correlaciona-se fracamente com condi¢des redox deposicionais para amostras

de rocha e 6leo dentro da janela de geracao de Oleo [31].

1.3.2 Hopanos

Os hopanos, também chamados de terpanos pentaciclicos ou triterpanos
pentaciclicos, sdo compostos produzidos a partir da decomposicéo sofrida pelos

bacteriohopanoides ao longo do processo geoldgico que conduz a formacao do
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petrdleo. O produto dessa decomposi¢cao se organiza em estruturas nafténicas
composta de quatro anéis de 6 membros e um anel de 5 membros, como
mostrado na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.. Geralmente, estruturas c
ontendo entre 27 a 35 atomos de carbono sdo encontrados no petréleo. Contudo,
alguns autores relataram ter encontrado estruturas contendo o mesmo esqueleto
carbOnico caracteristicos dos hopanos em compostos com mais de 36 atomos
de carbono em sua composicéo [45]. Esses bacteriohopanoides estdo presentes
na membrana celular de organismos procariéticos, sendo estes considerados
precursores bioldégicos dos hopanos. As informacdes obtidas a partir dos
terpanos pentaciclicos resultaram da analise das estruturas tridimensionais
destes compostos [31].

Figura 2. Representacdo do hopano Css formado a partir da decomposi¢cédo do
Css bacteriohopanotetrol.

C,5 bacteriohopanotetrol C;5 homohopano

Fonte: Propria.

Os hopanos séo analisados por GC/MS via monitoramento de ion
selecionado de m/z 191 ou por GC/MS/MS via monitoramento de reacdes
multiplas (MRM) mediante acompanhamento de ions produto oriundos de ions
precursores conhecidos. Por exemplo, os trisnoropanos Cz7 sdo analisados
mediante o monitoramento do ion produto m/z 191 oriundo da fragmentacao do
ion precursor m/z 370, ou seja, mediante 0 monitoramento da transicdo m/z 370
> 191. Outros hopanos analisados por MRM séo: bisnoropanos Cozs (ion
precursor m/z 384 e ion produto m/z 191), hopanos C2g (ion precursor m/z 398 e
ion produto m/z 191), hopanos Cso (ion precursor m/z 412 e ion produto m/z 191)

e homohopanos (ion precursor m/z 426 e ion produto m/z 191) [31,46].

Como os hopanos possuem origem caracteristica e variam de acordo com

o grau de evolugéo térmica do 6leo presente no sedimento, cada estereoisdmero
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das séries de homélogos dos hopanos carrega consigo um conjunto de
informacdes especificas, como o oleanano e gamacerano, que indicam a era
geoldgica em que houve deposicdo do sedimento para formacédo do 6leo e a
presenca da coluna de estratificacdo de agua durante o processo de
sedimentacao e, por consequéncia, o surgimento de hipersalinidade do meio,
respectivamente. Outro exemplo sdo os homohopanos da série de homologos
de hopanos de Csi1a Css, 0s quais podem ser utilizados para determinar o grau
de evolucgéo térmica do 6leo, bem como a principal fonte de aporte de matéria
organica sedimentada. Esse hopanos homoélogos C3i—Css encontram-se em
concentracfes baixas. Entretanto, devido a boa resolucédo cromatografica entre
seus epimeros, o indice homohopano (somatdério da area dos picos referentes
aos Css-homohopanos)/(somatorio da area dos picos referentes aos Csi- a Css-
homohopanos), é frequentemente utilizado, com confiabilidade, como indicador

da condicéo redox [5,6,47].

1.3.3 Esteranos

Os esteranos séo oriundos da degradacdo dos esterdéis provenientes de
organismos eucariéticos na geosfera, principalmente plantas superiores e algas,
como representado na Figura 3. Eles podem ser utilizados para investigacéo do
paleoambiente deposicional onde foram depositados esses compostos,
evolucado térmica e biodegradacdo do Oleo [5,37]. Devido a sua grande
complexidade estereoquimica, os esteranos de Cz7 a Cz9 S80 importantes em
estudos de correlacfes para analise de petréleo, bem como indicadores de fonte
do d6leo [31]. Além dos esteranos regulares, existem esteranos rearranjados
(gerados por rearranjos cataliticos) e diasteranos (gerados por isomerizacao).
Devido a essas reac¢des, a avaliacdo da evolugao térmica por biomarcadores tipo
esteranos é possibilitada, pois, com o aumento da maturidade, ocorrem
interconversdes estereoquimicas entre os esteranos, como de 20R para 20S e
de 28 14a(H),17a(H) para 14B(H),17B(H) até que um equilibrio entre as

abundancias destes estereoisbmeros seja estabelecido [6]
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Figura 3. Fontes bioldgicas e estruturas dos esteranos Czg e Cz7.

Fitoplanctons

\ C,; 5a,140a,17a, 20(S)-esterano

C,9 50,148,178, 20(R)-esterano

Fonte: Propria.

Todos esses produzem como fragmento principal o ion m/z 217.
Dependendo das variacfes estereoquimicas nas posi¢cées Ci3z e Ci4, pode ser
formado como ion principal o fragmento com m/z 218, porém devido a
quantidade de compostos que co-eluem usando um analisador de ions tipo
quadrupolo, a identificacdo por meio de um analisador de ions do tipo
triploquadrupolo no modo MRM faz-se necessario para uma maior confiabilidade
na identificacdo [46]. As principais transicdes associadas aos esteranos s&ao:
esteranos Cz7 (ion precursor m/z 372 e ion produto m/z 217), esteranos Czs (ion
precursor m/z 386 e ion produto m/z 217), esteranos Czo (ion precursor m/z 400
e ion produto m/z 217) e esteranos Cso (ion precursor m/z 414 e ion produto m/z
217) [31,46].

1.4 Derramamento de petréleo e técnicas de caracterizacao

Os derramamentos de petroleo podem ser classificados em dois tipos:
reportados e nao reportados. Os derrames reportados sao aqueles que foram
detectados e informados as autoridades competentes. Eles podem ocorrer por

diversos motivos, como vazamentos em plataformas de perfuragéo, rupturas em
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oleodutos ou navios petroleiros que sofrem acidentes. Esses derrames sdo
registrados e as autoridades iniciam processos de limpeza e investigacao para

determinar as causas e responsabilidades [48,49].

Os derrames nao reportados sdo agueles que ocorrem e nao sao
detectados ou ndo séo informados as autoridades competentes. Esses sdo um
problema sério, pois podem causar impactos ambientais graves sem que
medidas sejam tomadas para minimizar os danos. Esses podem ocorrer em
locais remotos, onde ndo hd monitoramento, ou podem ser causados por navios
gue descarregam ilegalmente seus residuos no mar [48]. Independentemente de
serem reportados ou ndo, os derramamentos de petréleo podem causar danos
significativos a fauna e flora marinha, contaminar praias e afetar a qualidade da
agua. Além disso, a limpeza de derrames de petréleo pode ser dificil e cara,
exigindo recursos significativos. Por isso, é importante que medidas preventivas
sejam adotadas para evitar derrames de petr6leo e que os derrames que
ocorrerem sejam reportados imediatamente as autoridades competentes, a fim

de minimizar os impactos ambientais e proteger a vida marinha [49].

Nesse contexto, a caracterizacdo do petrdleo em um derramamento nao
reportado configura-se como um processo complexo e desafiador, pois
geralmente ndo ha informacgdes disponiveis sobre o local do derramamento e as
caracteristicas do petréleo derramado. Todavia, a caracterizacao do petrdleo em
um derramamento ndo reportado € fundamental para avaliar a extensdo do
impacto ambiental e orientar as medidas de limpeza e recuperacédo do ambiente
afetado. Além disso, a andlise das caracteristicas do petréleo pode ajudar a
identificar sua origem e responsabilizar os responsaveis pelo derramamento
[50,51].

1.4.1 Métodos cromatograficos aplicados a analise de petroleo e

derivados

Uma das técnicas utilizadas para a caracterizacdo do petrdleo em um
derramamento é a cromatografia gasosa, geralmente acoplada a espectrometria
de massa, que permite separar e identificar os compostos presentes no petréleo.

A cromatografia € um método bastante consolidado na separacgéo, identificacao
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e determinacdo de componentes quimicos, ou classes de componentes
quimicos, em uma mistura complexa [52]. Embora existam diversos modos
cromatograficos, como cromatografia em coluna aberta, cromatografia de troca
ibnica e cromatografia por afinidade, cromatografia gasosa bidimensional
abrangente, todas podem ser agrupadas em apenas dois tipos: cromatografia
liguida e cromatografia gasosa. Contudo, todas elas empregam 0os mesmos
principios basicos, sendo dividida basicamente em dois tipos: cromatografia em
coluna e cromatografia planar (em papel, por exemplo). A técnica de separacao
cromatografica consiste num método fisico com direcao definida, em que os
componentes a serem separados sdo distribuidos entre duas fases, uma
estacionaria e outra movel. As afinidades diferenciais (forca de adesao) dos
varios componentes do analito em relacao a fase estacionaria e mével resultam

na separacao diferencial dos componentes. [53].

1.4.1.1 Fracionamento SARA

Devido a alta complexidade quimica, certas técnicas de separacdo tém
sido desenvolvidas e estabelecidas visando caracterizar 6leos brutos a partir de
suas fracbes especificas. Nesse sentido, a cromatografia em coluna aberta
(CCA) tem sido amplamente utilizada tanto no preparo de amostras de 6leos
brutos quanto para classificacdo do 6leo com relacdo ao conteudo de suas
fracGes. A CCA consiste em uma fase estaciondria (constituida, geralmente, de
silica e/ou alumina) e uma fase maovel liquida [37]. O método é baseado na
separacao da amostra em fracdes de diferentes polaridades, assim, cada fracéao
possui composicdo e caracteristicas diferentes. Cada fracdo é agrupada de
acordo com a sua solubilidade, e contém uma série de diferentes categorias de
massa molecular. Um exemplo de fracionamento SARA encontra-se

apresentado na Figura 4 [54-58].
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Figura 4. Proposta de fracionamento SARA adaptada de Castiblanco et al.
(2021).

Fase n-Cg n-C¢/DCM  Tol/MeOH
Movel 3ImL 2mL 2 mL
N R N
—
Si0, [

(5% m/m H,0)

Saturados Aromaticos Resinas

Fonte: Adaptado de Castiblanco et al. (2021) [59]

7

Neste método, o 6leo bruto é inicialmente dividido em duas fracdes,
malteno e asfalteno. O asfalteno é separado mediante precipitacdo promovida
pela adicdo de um hidrocarboneto de baixa massa molecular, como: n-pentano,
n-hexano, n-heptano ou iso-octano. O malteno, fragdo solluvel nesses solventes
previamente mencionados, é levado a uma CCA para posterior separacao
cromatografica, e varias combina¢des de solvente podem ser utilizadas nesta
etapa. Contudo, todas elas seguem 0 mesmo conceito, aumento da polaridade
da fase movel para coleta das diferentes fracdes. Todas as fragbes juntas sao
denominadas fracdes SARA: saturados, aromaticos, resinas e asfaltenos [54]. A
partir dos resultados do fracionamento SARA, pode-se elaborar um diagrama
ternario com os valores obtidos e classificar o 6leo como parafinico, parafinico-
nafténicos, nafténicos aromatico-nafténicos, aromatico-intermediario ou

aromatico-asfaltico, como mostra a Figura 5.
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Figura 5. Composicao de 6leos brutos com base na distribuicdo das fragGes de

saturados, aromaticos e compostos polares (resinas + asfaltenos).

% Aromaticos Classificagado do petréleo

AA — aromatico-asfaltico

Al — aromatico-intermediario
AN — aromatico-nafténicos
N — nafténicos
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Fonte: Adaptado de Tissot e Welte. (1984) [30].

A fracdo de saturados é geralmente constituida de parafinas, isoparafinas
e cicloalcanos. Ao passo que aromaticos contém moléculas contendo anéis de
benzeno conectados a cadeias alifaticas laterais. A fragéo de resinas, em relagéo
as fracdes de saturado e aromaticos, € mais pesada que as fraces saturadas e
aromaticas. Além disso, ela pode ser dividida em quatro categorias diferentes:
com maior carater alifatico, com maior carater aromatico, a base de
diciclopentadieno ou a base de estireno. Por dltimo, a fracdo de asfaltenos é
descrita como a mais complexa fracdo do petroleo, sendo suas propriedades
guimicas ndo bem conhecidas. Em geral, os asfaltenos sdo conhecidos como
uma matéria organica complexa, contendo carbono, oxigénio, nitrogénio e
enxofre. Além disso, os asfaltenos possuem moléculas com elevadas massas
moleculares [33,60,61].
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1.4.1.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas com

analisador de ions tipo quadrupolo

A GC/gMS é a técnica mais utilizada para analise qualitativa e quantitativa
de petrdleo, tanto na area de geoquimica de petréleo quanto na quimica forense
de petréleo [14]. Os modos de operacdo do GC/gMS séo: Full Scan, em que se
obtém o espectro de massas do composto numa faixa de massa/carga pré-
definida (geralmente entre m/z 40 e 550), e registro/monitoramento de ion
selecionado (SIR ou SIM), que monitora massas especificas, sendo um modo
bastante utilizado para quantificacdo [62]. Contudo, devido a interferéncia dos
componentes da matriz e outras reacfes, o0 sinal dos compostos-alvo pode ser
obscurecido usando o GC/MS no modo SCAN para componentes de baixa

concentragdo, como é o caso dos biomarcadores de petréleo [14,62].

A GC/MS operada no modo de monitoramento de ion selecionado (SIM)
€ de reconhecida efichcia e frequentemente adotada em estudos de
derramamento de Oleo [63]. Entretanto, essas analises baseadas em GC/MS-
SIM de residuos de 6leo em matrizes ambientais complexas podem ser
significativamente afetadas pela co-eluicdo de interferentes contidos na amostra
[13]. Além disso, 0 processo de intemperismo também pode alterar a composicéo
das moléculas alvo no residuo de 6leo, como, por exemplo, 0s compostos
aromaticos que sao passiveis de sofrerem oxidacdo de cadeia lateral via foto-
oxidagdo [64], e aumentar a &rea relativa da mistura complexa néo resolvida

(UCM) na linha de base do cromatograma [65].

Nessa perspectiva, John et al. (2014) e Sgrensen et al. (2016) relataram
que uma fragéo significativa de compostos organicos nos 6leos e residuos de
intemperismo provavelmente ndo foram caracterizados com precisdo em
analises comuns de derramamento de Oleo baseadas em GC/MS-SIM [66,67].
Além disso, essas analises baseadas em GC/MS-SIM podem superestimar 0s
niveis de alquil-HPAs em matrizes de amostras complexas (como em
sedimentos e biota). Portanto, para um diagndéstico preciso de derramamento de
oleo, ha uma necessidade de uma técnica de analise mais seletiva que possa
caracterizar com maior precisdo os compostos biomarcadores em amostras com

elevado efeito de matriz, bem como em 6leos severamente intemperizados [68].
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1.4.1.3 Cromatografia gasosa sequencial em analises forenses de petroleo

Recentemente, a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas utilizando o analisador de ions tipo triplo-quadrupolo tem auxiliado o
desenvolvimento de métodos mais seletivos e sensiveis para analisar
contaminantes em nivel de traco [67,69]. Devido a configuracdo desse
analisador de ions, o modo de operacdo que consiste no monitoramento de
reacoes multiplas (MRM) é possivel de ser executado. O funcionamento desse
modo de operacdo se da mediante a escolha de um ion precursor especifico,
selecionado no primeiro quadrupolo, que posteriormente é fragmentado na
célula de colisdo (que é o segundo quadrupolo) para formar ions produtos, e
entdo, no terceiro quadrupolo é configurado para selecionar um ion produto

especifico [70].

Uma vez que existem duas etapas de selecdo de ions com um ion de
produto ideal selecionado na segunda etapa, 0 modo MRM pode ser altamente
sensivel e gerar cromatogramas com ruido de fundo minimo, mesmo para as
amostras ambientais mais complexas. Por exemplo, os métodos MRM foram
usados por John et al. (2014) no desenvolvimento de um método sensivel para
caracterizar baixos niveis de criseno e seus homélogos alquilados em amostras
de éleo bruto [67]. E Adhikari et al. (2017) desenvolveram um modo MRM para
analisar hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) e biomarcadores de

petroleo em residuos de derramamento de 6leo [68].

1.4.2 Espectrometria de massas de ultra-alta resolucdo (UHRMS)

Por definicdo, a espectrometria de massas consiste na geracao de ions
de natureza organica, ou inorganica, e na subsequente distingdo desses ions de
acordo com as suas respectivas relagbes massa/carga, resultando em sinais
eletronicos referente as intensidades de ionizacao de cada ion separado [71]. O
esquema apresentado na Figura 6 mostra a organizacdo bésica de um

espectrdmetro de massas.

O esquema apresenta, inicialmente, a introducdo da amostra que pode
ser por infusdo direta ou estar acoplado a um cromatografo. Em seguida,

observa-se a fonte de ionizacdo das moléculas ou acumulador de ions (no caso
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da fonte por eletronebulizacdo (ESI). Apds ionizados, o0s ions séo transportados
para um analisador de ions que os separam de acordo com a m/z ou a
permanéncia de uma quantidade especifica de ions no interior do analisador. Por
fim, os sinais elétricos sdo gerados por um detector que apresenta a magnitude
do sinal em uma fungéo de m/z. A respeito dos analisadores de ions de ultra alta
resolucdo, como o de ressonancia ciclotrénica do ion (ICR) e o Orbitrap, ndo ha
a presenca de detector fisico, o préprio analisador atua na deteccdo da corrente
de imagem e produz um "transiente" que é convertido em uma fungédo de m/z via

transformada de Fourier [72-74].

Figura 6. Organizacao esquematica de espectrémetro de massas.

Detector
- Multiplicadora de
elétrons
- Detector de placa
de microcanais

Injec&o da amostra

. _ Analisador de massal/carga
Infusdo direta Fonte de lonizagao

a Quadrupolo (Q) (MCP)
Cromatografia Liquida i
Cromatografia Gasosajzes :\I/_:'ALDI —= Eﬁqlgonu: (\j/gjop(()':%qu) - Copos de Faraday
APCI CI Ressonancia Ciclotrénica do lon (ICR)
Orbitrap
lon Trap

Processamento
de

Dados

Fonte: Propria.

A UHRMS, também conhecida como espectrometria de massas por
tansformada de Fourier (FT-MS), esta associada a dois tipos de analisadores
de ions: ressonancia ciclotrénica de ions e orbitrap. Devido ao seu altissimo
poder de resolugdo, a UHRMS tem se mostrado robusta na identificacdo de
compostos em misturas complexas, como petréleo (via petroledmica) e conjunto

de metabdlitos (via metabolémica), com altissimo grau de confiabilidade devido



22

a exatiddo e acuracia na determinacado da massa molecular. Isso ocorre porque
o analisador de ions determina as massas experimentais com erro de massa na
faixa de 0,5 a 1 ppm, em uma ampla faixa de m/z. Desse modo, esses
analisadores apresentam poder de resolucao suficiente para resolver compostos
nominalmente isobaricos, melhorando a qualidade dos espectros obtidos. Em
casos especificos, como é o caso dos novos modelos de Espectrometro de
Massas de Ressonancia Ciclotrénica de fons por Transformada de Fourier
(FT-ICR MS), com poder de resolu¢cdo maior que 3.000.000 FWHM (Largura a
meia-altura, do inglés full width at Half-maximum) em m/z 400, é tdo alto que ha
a necessidade de considerar a massa do elétron (0,00055 Da) no calculo das

massas neutras [75-80].

1.4.2.1 Petrolebmica

Petrolebmica é um campo da quimica e da engenharia que se concentra
na caracterizacdo e analise detalhada de petrdleo e seus derivados. O objetivo
da petrolebmica € entender melhor a composi¢cao quimica do petréleo, como ele
é formado e como pode ser processado para produzir produtos Uteis. Dentre a
ampla gama de técnicas analiticas utilizadas para estudar as propriedades
fisicas e quimicas do petréleo e seus derivados, as baseadas em espectrometria

de massas tém ganhado destaque, principalmente a UHRMS [81-84] .

Com o surgimento dos analisadores de ions de ultra-alta resolucéo e de
fontes de ionizagcdo, como ESI e fotoionizacdo a pressao atmosférical/ionizacao
quimica a pressao atmosférica (APPI e APCI, respectivamente), deu-se o inicio
a uma nova area de caracterizacdo de petrdleo. Assim, a andlise de dados
obtidos por UHRMS é entendida como uma analise detalhada da composicao e
comportamento do Oleo bruto e suas fracdes, e tem como objetivo auxiliar desde
0 processo de exploracdo do petréleo até o controle de qualidade do produto
final [85-88].

Trata-se, também, de um campo de estudo importante que ajuda a
entender melhor a composicéo e as propriedades do petrdleo e seus derivados,
bem como desenvolver novos métodos e materiais para sua utilizagdo mais
eficiente e sustentavel [89,90]. Além disso, ela também esta envolvida no

desenvolvimento de novos métodos para processar o petroleo e produzir
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produtos mais limpos e eficientes. Por exemplo, a petroleé6mica pode ser usada
para projetar catalisadores especificos que possam transformar moléculas de
petréleo em produtos especificos com mais eficiéncia e menor impacto
ambiental. Ela também desempenha um papel importante no desenvolvimento
de novos materiais poliméricos e biocombustiveis a partir de matérias-primas
derivadas do petroleo [91,92].

Devido a grande quantidade de ions no espectro de massas obtido pela
andlise por UHRMS, Figura 7, torna-se inviavel a interpretacdo isolada de cada
um. Portanto, o processamento desse quantitativo de ions é feito mediante o uso
de programas de tratamento de dados capazes de realizar o gerenciamento de
dados de alta complexidade. Em resumo, o tratamento de dados de petrolebémica
€ um processo essencial que envolve a pré-processamento, analise e
interpretacéo de grandes conjuntos de dados para fornecer informagdes precisas

e confiaveis sobre a composicao quimica do petréleo e seus derivados.

Figura 7. Espectro de massas obtido por H-ESI(+)-FT-Orbitrap MS para uma
amostra de resina.

100
80
60 +

40

Intensidade Relativa (%)

20

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z

14,0157 Da

D —

‘ll\HIIHMH].!lJII.

0 480 500

‘IIIHHI,IJ

m/z

_.J.’I bl nlll.‘; | Iih“gl]

400 420

Fonte: Propria.



24

A alta resolugdo apresentada pela UHRMS Ihe confere uma alta exatidéo
na atribuicdo da massa molecular experimental. Com base nessa massa, e em
outros parametros selecionados pelo analista, os programas computacionais
especificos para tratamento desse tipo de dado atribuem as férmulas
moleculares mais provavel para os milhares de ions detectados. De modo geral,
o funcionamento do programa de processamento de dados se da a partir de um
algoritmo capaz de combinar os elementos previamente selecionados na tabela
peridédica, comumente carbono (C), oxigénio (O), nitrogénio (N) e enxofre (S), em
férmulas moleculares contendo erros menores que 5 ppm em relacdo a

massa/carga experimental, conforme a Equacéo 3 [93].

m/z (teérica) — m/z (experimental)

Erro = 10° X
rro m/z (tedrica) Eq. 3

A partir da atribuicdo das formulas moleculares exatas, os compostos séo
agrupados de acordo com suas respectivas composi¢cdes elementares
CcHnNnOoSs. Desta forma, por exemplo, um ion ao qual for atribuida a formula
molecular “Ci16H3202" sera agrupado molecularmente ao grupo heteroatémicos
Oz2, juntamente com a molécula “CeHesO2". Apds os agrupamentos, os dados séo
apresentados em formas de diagramas e histogramas gerais (todas as classes)

e de classes (classe especifica, exemplo: O2) [93].

O exemplo dado acima é para agrupamento de compostos por classes
heteroatdmicas, gerando dados que sao apresentados na forma de histogramas.
Além do agrupamento por composicdo heteroatdbmica, o0s dados sao
apresentados em graficos comumente chamados de diagrama de Kendrick,

diagrama de distribuicéo de classes e diagrama de van Krevelen [93].

1421.1 Diagrama de Kendrick

O numero de possiveis composi¢cdes elementares para um determinado
m/z aumenta exponencialmente com um aumento da massa e do namero de
elementos quimicos envolvidos. Assim, as atribuicbes de uma unica férmula
molecular nem sempre podem ser realizadas, especialmente para amostras

contendo diferentes quantidades de heteroatomos. Desta forma, a andlise de
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defeitos em massa Kendrick tem sido aplicada para a caracterizagdo UHRMS

dos combustiveis de petrdleo, biocombustiveis e lipideos [94,95].

Para a construcdo do diagrama de Kendrick sdo necesséarias as
determinacdes da massa nominal de Kendrick (NKM) e defeito de massa de
Kendrick (KMD). A NKM usa um grupo de atomos como um bloco de construcéo
(ou unidade de base) enquanto aplica o principio da definicéo de °C da IUPAC.
Assim, NKM pode ser definida a partir da massa de um isétopo de um grupo
molecular especifico arredondado para 0 ndmero inteiro mais préximo.
Normalmente, para o bloco de construcdo em funcgdo da subunidade de 1?C1! Hz,
o NKM é 14. A NKM pode ser extrapolada para todos os outros blocos de
construcdo e seus isétopos, por exemplo, para o composto ?Ci'Hz é esperado
um padrédo isotopélogo formado por ?Ci'H12H1, 2C1?H2 e 13C1tH2. Para maior
clareza, a massa de Kendrick pode ser definida também como a massa
monoisotopica. Portanto, a massa de Kendrick (KM) de um composto pode ser

dada pela equacéo abaixo [96]:

14,0000

K 1 , 5 0008
massa de Kendrick = massa experimental 1401565 Eq. 4

Apo6s determinada a massa de Kendrick para a referida molécula, o
calculo do seu defeito de massa de Kendrick (KMD) é feito mediante a subtracdo
da massa nominal de Kendrick pela sua massa de Kendrick, como mostrado na

Equacéo 5.
KMD = NKM — massa de Kendrick Eq.5

Desse modo, a deficiéncia ou defeito de massa resultante pode ser usado
para discriminar classes moleculares que contém deficiéncias de massa
variadas. Por exemplo, para as moléculas de benzeno (*?Ce'Hs) e tolueno
(*2C7'Hs) é observado o mesmo valor de KMD porque sua composi¢éo elementar
é diferente em CH2, mas quando comparados com o fenol (*?Ce'He'01), se
diferem no valor de KMD. Em resumo, cada série de picos que diferem apenas

por (CH2)n tera 0 mesmo e valor de KMD exclusivo [89,94].

Os diagramas de Kendrick,
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Figura 8, sdo uma ferramenta grafica usada na andlise de petréleo que
permite visualizar e comparar as composicées quimicas de diferentes amostras
de petrdleo. Esses diagramas foram desenvolvidos por John Kendrick em 1981
e sdo amplamente usados em estudos petrole6micos para identificar tendéncias

e padrbes em grandes conjuntos de dados de composicao de petréleo.

Figura 8. Diagrama de Kendrick gerado a partir dados de FTMS para a classe
N1 de uma amostra de resina (eixo Y referente aos valores dos KDM; eixo X

referente aos valores das NKM).
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Fonte: Ponthus et al. (2013) [97].

Dentre as aplicabilidades do diagrama de Kendrick, observa-se, por
exemplo, que uma vez que alguns membros de uma classe em baixa massa
(<400 Da) tenham sido identificados, a extensdo ao longo da linha horizontal de
dados com KMD idéntico permite a atribuicdo de composi¢cdo elementar
confidvel de espécies que, de outra forma, estariam fora da faixa de atribuicdo
de férmula molecular inequivoca com base unicamente na medicdo de massa
precisa [98]. Ademais, petroleo com diferentes estados de evolucéo térmica ou
de fracionamento e processamento, com diferentes contribuicbes de matérias
organica apresentam perfis de distribuicdo distintos, assim, a partir das
informacdes da interpretacdo dos graficos das amostras, eles podem ser

diferenciados entre si. Portanto, a determinacéo das composicfes elementares
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define a assinatura Unica e caracteristica dos 6leos, promovendo a determinagéo
de um perfil quimico mais abrangente, com potencial aplicacdo na geoquimica
forense [83,84,99]

1.4.2.1.2 Diagrama de distribuicdo de classes

Uma das informac¢des mais importantes na caracterizacdo molecular é
quantidade de duplas ligacdes, pois a partir dela é possivel determinar quais
provaveis estruturas moleculares estariam associadas a formula determinada.
Essa informacdo em conjunto com a quantidade de atomos de carbono, permite
ao analista propor classes quimicas possam estar associadas a molécula, ou
conjunto de moléculas. Assim, os diagramas de distribuicdo de classes, Figura
9Eles sdo amplamente utilizados para analisar a distribuicdo dos compostos

detectados em amostras de petréleo bruto, fracdes e derivados [64,79,83].

Figura 9, também vistos como diagramas de DBE versus numero de
carbono, sédo gréaficos de contorno construidos a partir do nimero de carbono,
eixo X; equivalente de dupla ligacdes (DBE), eixo Y; e a intensidade relativa, eixo
Y2. Eles sdo amplamente utilizados para analisar a distribuicdo dos compostos
detectados em amostras de petréleo bruto, fracdes e derivados [64,79,83].

Figura 9. Diagrama de DBE vs. Numero de Carbono obtido via
H-ESI(-)-FT-Orbitrap MS para monitoramento da evolucdo da classe Ni de

6leo sergipano submetido a intemperismo artificial.
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Para uma determinada classe de heteroatomo (no exemplo abaixo, Oz,
normalmente consistindo principalmente de &acidos carboxilicos), observa-se
uma distribuicdo de valores de DBE e numero de carbono. O DBE, a variavel
que representa o numero de ligacdes duplas e anéis em uma dada férmula
molecular, considerando a composicdo molecular como sendo “CcHhNnOoSs” 0

DBE pode ser calculado pela Equacéao 6 [93].

DBE=C—E+E+1 Eq. 6
2 2 '

De igual modo, para cada classe detectada e atribuida pode ser
construido um gréfico desse tipo e exibir sua distribuicdo em funcédo das duas
variaveis. Os gréaficos de DBE vs Numero de Carbono sdo uma ferramenta util
na analise de petréleo porque permitem a caracterizacdo do petrdleo com base
em sua estrutura molecular, o que pode fornecer informacdes valiosas sobre as
propriedades e composicao do petroleo. Ele tem provado ser especialmente util
na caracterizagcdo dos acidos nafténicos como estabilizantes de sistema de
emulsao [100], material interfacial de 6leos de Athabasca [101], do produto das
fracBes SARA [58] e de produtos de fotoxidag&o de éleos do derramamento em

ambientes terrestres [59].

100
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1.4.2.1.3 Diagrama de van Krevelen

O diagrama de van Krevelen, como mostra a Figura 10, € um gréfico
bidimensional (ou tridimensional, quando considerada a intensidade relativa do
ion analisado) baseado na relacdo entre a razdo hidrogénio-carbono (H/C) em
funcdo de uma raz&do contendo um outro heteroatomo presente na molécula,
como a razao oxigénio-carbono (O/C) ou a razao nitrogénio-carbono (N/C). Cada
ponto no grafico representa uma fracdo ou classe quimica especifica para a
amostra [89]. O diagrama é dividido em varias regides que correspondem a
diferentes classes de compostos quimicos, como hidrocarbonetos saturados,
hidrocarbonetos aromaticos, compostos oxigenados, compostos nitrogenados e
compostos sulfurados. Cada regido € caracterizada por uma inclinagcdo e uma
intercepcao especificas na reta que representa a proporcdo C/H ideal para cada

tipo de composto [95].
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Figura 10. Diagrama de van Krevelen obtido via H-ESI(+)-FT-Orbitrap MS para
monitoramento da evolucdo dos compostos oxigenados neutros e basicos de

Oleo sergipano submetido a intemperismo artificial.
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Fonte: Carregosa (2019) [60].

O diagrama de van Krevelen pode ser usado para estimar as principais
classes quimicas, como fendis, acidos lineares, lipideos e carboidratos,
observados em espectros de massa complexos [102]. Além de ser uma
ferramenta valiosa na proposicdo de mecanismos de hidrotratamento de 6leos
brutos e bio-6leos [103]. Além de ser uma ferramenta Util para avaliar a qualidade
e a maturidade das amostras de petréleo, bem como para identificar as fontes
de origem do petréleo e as possiveis alteracdes sofridas durante a migracéo e
deposicdo. Em petroledbmica tal ferramenta tem sido amplamente utilizadas para
uma melhor visualizagdo e interpretacdo quimica e geoquimica dos dados
[88,89,103].
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1.5 Tratamentos estatisticos para analise de similaridade entre
amostras de 6leo em caso de derrame nao reportado

Uma das técnicas estatisticas que pode ser utilizada para analisar a
similaridade entre dois Oleos € a diferenca critica, a qual permite determinar a
probabilidade de que a diferenca observada entre duas amostras seja devida a
flutuagOes aleatorias ou se ela representa uma diferenca real [5]. Num contexto
onde haja mais de duas amostras envolvidas na investigacdo, a andlise de
componentes principais (PCA, na sigla em inglés) permite a reducdo da
dimensionalidade dos dados e identificagcdo das principais caracteristicas que
explicam a variagdo dos Oleos analisados. Com base nesses resultados, é
possivel comparar os diferentes 6leos e identificar semelhancas e diferencas

entre eles [104].

Outra técnica que pode ser utilizada é a analise de agrupamento (cluster
analysis). Essa técnica € capaz de agrupar os 6leos em diferentes clusters com
base em suas propriedades quimicas e fisicas. Essa abordagem permite
identificar grupos de 6leos com caracteristicas semelhantes e, assim, definir
estratégias de resposta mais especificas para cada grupo. O importante é que a
andlise estatistica seja realizada de forma cuidadosa e criteriosa para que 0s
resultados obtidos possam ser utilizados de forma efetiva para guiar a resposta

ao derrame [105].

1.5.1 Desvio padrao relativo, limite de repetibilidade e diferenca critica

Apés aquisicdo dos biomarcadores por GC/MS ou GC/MS/MS, e
consequente tabulacdo das razbes de biomarcadores, as amostras precisam ser
comparadas. Para isso, alguns métodos séo propostos ou descritos na literatura.
Entretanto, todos partem do mesmo principio: “E necessario admitir que as
amostras sao idénticas”. A partir dessa prerrogativa, os autores empregam varios
testes de similaridade para comprovar se as amostras sao idénticas, possuem
similaridades ou n&o sdo correlacionadas [106,107]. Os métodos de analise

podem ser multivariados ou univariados.

Dentre os métodos de andlise de similaridade univariada, ha a correlacéao

individual mediante comparagédo do desvio padrao relativo (DPR) para cada
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razdo de biomarcadores (RB). Ou seja, admite-se que as amostras sao iguais, e
calcula-se o DPR entre arazdo 1 de A e razédo 1 de B. Recomenda-se diferencas
relativas entre as razdes de biomarcadores para amostras consideradas
idénticas de até 5%, contudo h& autores que relatam até 10% como o valor
méximo de DPR permitido entre duas razdes [5,107,108]. Outra abordagem foi
proposta por Faksness et al. (2002), que aplicaram o teste-t para determinar
correspondéncia entre amostras [109]. Contudo, segundo Hansen et al. (2016),
a abordagem ndo é robusta, pois a analise pode resultar em diferengas criticas
pequenas e, portanto, taxas de nao-correspondéncia (ou seja, falso negativo)
[106].

Outra forma de estimar se as amostras séo idénticas € a partir do método
de repetibilidade (r). A repetibilidade (r) é aplicada como método de teste para
comparar individualmente as razdes de biomarcadores [106]. A validagdo do
limite de repetibilidade é baseado na distribuicdo normal padrédo. A determinacao
do desvio padréo da repetibilidade DPr de um método analitico depende do
controle de qualidade do laboratério. A partir do célculo do desvio padréo, ou
DPR, gera-se o “r". O limite de repetibilidade rose% (Ou seja, nivel de confianca de
95%) é calculado multiplicando o DPR fixo (DP;) por um fator de 2,8, como

mostrado na Equacéo 7.

T95%=2,8 x DPy Eq.7

Geralmente, adota-se como DPr um valor igual a 5%, assim gerando um
valor de correcéo de 14%. Ja o coeficiente de 2,8 é derivado de V2 x 1,96, onde
1,96 é o fator de probabilidade para 95% de probabilidade de uma mudanca
verdadeira em ambas as direcbes numa distribuicdo normal padrdo, a
multiplicacdo por 2V2 é adotada pois sempre serdo duas amostras a serem
comparadas pela diferenca critica (DC). O valor de correcao (res%) pode ser
utilizado para calcular a diferenca critica individual de cada razdo de
biomarcadores. O calculo da diferenga critica individual é feito a partir da
multiplicacéo do limite de repetibilidade a 95% de nivel de confianca (14%) pela
relacdo entre a diferenca dos valores obtidos para a razdo de biomarcadores
avaliada (z) dos oleos A e B e a média desses valores, como mostra a Equacgao
8.
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DC X T9594 Eq. 8

A prerrogativa do teste € que, se a diferenca critica for excedida, ndo ha
davida que as razdes de biomarcadores sao idénticas. Ou seja, para que duas
razdes sejam correspondentes (idénticas), a diferenca absoluta (DA) entre duas
razdes nao deve ser superior ao valor da diferenca critica para a mesma razao
[106]. Assim, num contexto investigativo, atribui-se for¢ca ao argumento de que
dois 6leos séo iguais quanto maior for o nimero de razdes de biomarcadores
cuja a diferenca absoluta ultrapasse o valor da diferenca critica a 95% de nivel

de confianca.

1.5.2 Andalise multivariada de dados

1.5.2.1 Andlise hierarquica de agrupamento

A anadlise de agrupamento hierarquico (HCA) é um método que examina
a organizagdo de amostras dentro e entre grupos com base em métodos
descritivos de similaridade. O resultado do HCA geralmente é apresentado em
um dendrograma, também chamado de grafico de arvore. Um dendrograma é o
resultado de um procedimento hierarquico no qual cada objeto € colocado em
um eixo e o outro eixo representa as etapas do procedimento hierarquico, de
modo que cada objeto representado como um agrupamento separado €
combinado em cada etapa do procedimento até que todos os objetos estdo

contidos em um grupo [44,110], conforme mostrado na Figura 11.

Figura 11. Dendrograma ilustrando agrupamento hierarquico.
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Divisdo dos grupos

————— — E—— — — —— — — — — — — —

Nivel de
similaridade

Amostras

Fonte: Propria.

Existem duas abordagens basicas para resolver o problema de
agrupamento em HCA, aglomerativo ou divisivo. Na primeira, cada amostra €
primeiramente considerada como um grupo e posteriormente os pares de grupos
sdo combinados. O agrupamento € obtido usando uma métrica de distancia de
amostra apropriada (geralmente a distancia Euclidiana ou Manhattan) e critérios
de ligacdo entre os agrupamentos. A distancia euclidiana é a medida de
similaridade mais comumente usada entre dois objetos. Basicamente, € uma
medida do comprimento de uma linha tragada entre dois objetos quando exibidos
em um grafico [44,110].

Apos escolher a métrica mais adequada para descrever os resultados, é
admissivel avaliar a similaridade entre os objetos. Na HCA, a similaridade entre
0s objetos de correspondéncia ou associacdo baseada em uma variavel
estatistica de agrupamento. A similaridade pode ser medida de duas maneiras.
Primeiro, por associacdo, com coeficientes de correlagcdo positivos maiores
representando maior similaridade. E segundo, por proximidade, em que a
proximidade entre cada par de objetos pode avaliar a similaridade, na qual sé&o
usadas medidas de distancia, ou diferenca, com distancias menores

representando maior similaridade [44,110].
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1.5.2.2 Andlise de componentes principais (PCA)

A andlise de componentes principais (PCA) é uma técnica de ordenacéo
baseada em distancia usada principalmente para exibir padroes em dados
multivariados. O PCA foi inicialmente introduzido como um método para
encontrar "linhas e planos de ajuste mais proximo a sistemas de pontos no
espaco” por Pearson, no inicio de 1900. O PCA é capaz de transformar o
conjunto de dados de entrada em um conjunto de dados mais compacto sem a
perda das informacdes principais. Em outras palavras, pode-se dizer que se trata
de um método usado para maximizar a soma dos quadrados das correlacdes
[111-113].

O PCA assume que as relacbes entre as variaveis dependentes sdo
lineares. Isso implica que o PCA deve ser aplicado quando a maioria das
variaveis dependentes tiver valores diferentes de zero na maioria das amostras.
Este método permite ao pesquisador acessar o vetor do primeiro fator principal.
Este fator esta linearmente relacionado com as variaveis principais e possui a
maior soma dos quadrados correlacionados com as variaveis. O vetor especifico
correspondente ao valor especifico maximo fornece a matriz de correlacdo de
peso desejada. O PCA transforma a matriz de dados originais Xnxp formada por
n objetos e p variaveis, no produto de duas matrizes menores, conforme mostra

a Equacao 9.
X=TP' +E EqQ. 9

onde T é a matriz de escores de dimensbes n por ¢, P € a matriz dos
pesos, de dimensdes q por p (que evidencia a correlacao entre as variaveis e
retém a quantidade de informacfes possivel) e E € a matriz dos residuos com
dimensdo n por p. Apos isso, é possivel efetuar a detecgcdo de amostras
andmalas (outliers) e selecdo de variaveis importantes em determinado sistema
[114].

A PCA para analise das impressoes digitais quimicas dos 6leos do
derramamento tem sido aplicada desde meados da década de 1990. Na PCA, o
método mais direto e intuitivo para avaliagdo de dados é por meio da inspecao

visual da distribuicdo dos pontos no grafico de escores e mediante avaliacdo dos
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gréficos de pesos [105]. Contudo, nem sempre é facil efetuar a comparacéo.
Portanto, a objetividade do processo de correspondéncia de amostras de 6leo

do derramamento e fonte pode ser melhorada por comparacfes numéricas e

testes estatisticos.
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2.1
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver uma estratégia multicamada por espectrometria de massas

aplicavel a andlise de petrdleo que correlacione, positiva ou negativamente, as

amostras envolvidas no caso do derramamento no litoral brasileiro no periodo de
2019 e 2020.

2.2

Objetivos especificos

Determinar se as amostras do derramamento foram oriundas de uma
Unica fonte;

Determinar se h& correlacdo (positiva ou negativa) entre 0s 0leos
envolvidos mediante aplicacdo do método proposto pela CEN;

Aplicar a GC/MS/MS na avaliacdo de similaridade entre os O6leos
envolvidos;

Determinar, por EDX, os teores de niquel, vanadio e enxofre dos 6leos
estudados, para avaliacdo de similaridade;

Aplicar a UHRMS na avaliacdo de similaridade entre as fragdes de resina
dos 6leos envolvidos;

Aplicar ferramentas estatisticas multivariadas para avaliacao do conjunto
de dados obtidos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coletadas amostras dos 6leos do derramamento, da bacia Sergipe-
Alagoas (SE-AL) e do tambor

Trés amostras de 6leo relacionadas ao derramamento foram fornecidas
ao Grupo de Pesquisa em Petréleo e Energia da Biomassa (PEB) pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e
PEB pelo Grupo de Pesquisa em Espectrometria de Massas (PEM) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Dentre elas, duas delas foram
coletadas em diferentes pontos da costa de Sergipe, enquanto a ultima foi

coletada no litoral de Pernambuco.

Com relacdo as cinco amostras suspeitas de terem envolvimento com o
caso, quatro sdo referentes as principais correntes produtoras de petrdleo na
regido da bacia Sergipe-Alagoas (SE-AL), e foram fornecidas por uma empresa
petrolifera que opera na bacia. A Ultima foi coletada dentro de um tambor
encontrado no litoral sergipano encontrado simultaneamente aos 0leos
associados ao derramamento mencionado anteriormente, a imagem encontra-
se no ANEXO 1. Sobre as amostras fornecidas pela empresa, informacdes
acerca do local e data de coleta foram consideradas confidenciais. As
informacdes sobre o local da amostra, o cddigo e a data em que foram adquiridas

estdo resumidas na Tabela 1.

Tabela 1. Informacg@es detalhadas sobre 6leos do derramamento, amostras dos

6leos da bacia SE-AL e do tambor de 6leos-fonte.

Nome Cddigo Estado Local Data
Amostral Sample 1 Sergipe 10°43’'57.05S; 36°50°29.02"W  28/09/2019
Amostra2  Sample 2 Sergipe 10°52’49.04”S; 36°58°39.01"W  28/09//2019
Amostra3  Sample 3  Pernambuco 08°23'16.00"S; 34°57°55.00"W  20/10/2019
AmostraT  Sample T Sergipe 10°48°48.00”S; 36°55’11.00"W  28/09//2019
Amostra A  Sample A Sergipe Off-shore (Sergipe) Confidencial
AmostraB  Sample B Alagoas On-shore (Alagoas) Confidencial
AmostraC  Sample C Sergipe Off-shore (Sergipe) Confidencial
AmostraD  Sample D Sergipe On-shore (Sergipe) Confidencial
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3.2 Preparo das amostras dos 0leos do derramamento

Seguindo as orientagOes internacionais divulgadas pela federacéo
internacional sobre a poluicdo de proprietarios de petroleo (abreviada em inglés
pela sigla ITOPF) [115], as amostras foram coletadas com a menor quantidade
possivel de solidos. Contudo, ainda foi observada a presenca de areia no 6leo,
como mostrado na Figura 12, portanto, optou-se por efetuar um procedimento
de limpeza das amostras, previamente as analises. Para isso, aproximadamente
2 g da mistura 6leo/areia foram diluidas em 5 mL de tolueno e levados a
centrifuga para sedimentacao da por¢ao sélida. O sobrenadante foi armazenado
em funil de separacdo para posterior remocdo de agua residual contida na
amostra. Esse processo foi repetido até se observar auséncia de coloracdo no
solvente, sendo cinco vezes a quantidade maxima necessaria neste caso. Em
seguida, a parte organica foi separada usando um funil de separacéo. O tolueno
foi removido usando um evaporador rotativo produzindo um residuo oleoso
marrom. O Oleo extraido foi armazenado em frasco ambar a temperatura de 8 °C
para manter a amostra com o0 menor grau de alteracdo possivel até sua posterior

caracterizagao.

Figura 12. Aspecto fisico das amostras coletadas nas praias de Sergipe.

Grdos de areia

Graos de areia

AMOSTRA 3 AMOSTRA 2

Fonte: Propria.
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3.3 Separacéo das fracdes SARA dos 0Oleos investigados

Para promover uma diminui¢cdo na complexidade dos 6leos investigados
(6leos da bacia SE-AL, do tambor e do derramamento) foi feito um fracionamento
SARA. O método adotado foi adaptado do descrito por Silva (2018)[116].
Primeiramente, foi feita a remoc¢édo dos volateis submetendo 200 mg do 6leo
numa estufa a 70 °C, até que ndo fosse observada variagdo na massa. Em
seguida, a fracdo de asfaltenos foi removida. Para tanto, em um frasco de vidro
borossilicato de 40 mL, foram adicionados 200 mg do 6leo, em seguida, 0 mesmo
foi misturado com 10 mL de n-hexano de grau HPLC e agitado manualmente por
10 segundos. Em seguida, a mistura foi submetida a centrifugagéo por 5 minutos
e a uma rotacdo de 2400 rpm para separar a fase liquida da solida.
Posteriormente, o precipitado foi submetido a sucessivas lavagens com n-
hexano até o solvente ficar incolor. A fragdo coletada (malteno) foi evaporada
num evaporador rotativo e armazenada em baldo de fundo chato previamente
aferido para determinacdo do seu teor e posterior fracionamento SAR

(Saturados, Aromaticos e Resinas).

Para obtencao das fracdes SAR, 10 mg do malteno foram diluidas em 100
uL de n-hexano e, em seguida, com o auxilio de uma pipeta de vidro, a solu¢céo
resultante foi transferida para o topo de uma coluna cromatografica (12,5 cm de
comprimento e 0,6 cm de diametro), preenchida com 500 mg de silica flash G60,
peneirada a 115 mesh. A silica foi previamente levada a mufla a 400 °C por 4 h,
em seguida, misturada com uma quantidade de agua destilada equivalente a 5%
(m/m) em relacdo a massa de silica utilizada. O empacotamento da silica na
coluna cromatografica foi feito com n-hexano. Para coleta das fracfes SAR foram
utilizados frascos de vidro borossilicato de 5 mL. As fases moveis utilizadas
foram: 3 mL de n-hexano, 2 mL de n-hexano:diclorometano (7:3) e 2 mL de

tolueno:MeOH (1:1). As fragcbes coletadas foram secas sob fluxo de nitrogénio.

3.4 Aquisicdo dos dados de GC/MS e GC/MS/MS para os Oleos
investigados

As fracOes de saturados dos 6leos da bacia SE-AL, do tambor e do
derramamento foram diluidas para uma concentracdo de 10 mg mL~! com

diclorometano. As solugBes das fracdes de saturados das amostras dos Oleos
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da bacia SE-AL, do tambor e do derramamento foram analisadas em um sistema
GC/MS com analisador de ions tipo triplo quadrupolo (GCMS-TQ8040 -
Shimadzu) e lonizacdo por Elétrons (El), disponibilizado pelo Centro de
Laboratdrios de Quimica Multiusuarios (CLQM). A coluna capilar € composta por
5% de difenil e 95% dimetilsilfenileno-siloxano (Crossbond, 30 m de
comprimento, 0,25 mm id, 0,25 ym de espessura de filme, Restek, EUA). O
volume de injecdo da amostra foi de 1 uL no modo splitless e temperatura do
injetor de 300 °C. A temperatura do forno foi programada de 70 °C a 325 °Ca 3
°C min~". O hélio (99,999% de pureza) foi utilizado como gas de arraste a um
fluxo constante de 1,0 mL min~'. Quanto as condicdes de MS: a temperatura da
fonte de ions foi de 280 °C e a temperatura da interface, de 290 °C. O tempo

total da corrida cromatogréfica foi de 85 min.

3.4.1 Obtencédo dos dados por MRM e SIM para os 6leos investigados

Com base nos métodos de GC/MS/MS-MRM de Prata (2016) e Mei et al.
(2018), os ions extraidos das moléculas-alvo foram monitorados por tempos de
retencdo absolutos para a confirmacdo dos ions no modo MRM, e do ion
precursor para a analise no modo SIM [46,117]. No modo SIM, foram escolhidos
ions m/z 171, m/z 191 e m/z 217. Quanto as andlises GC/MS/MS, o argbnio
(99,999% de pureza) foi utilizado como gas de colisédo e energia de colisdo para
cada uma das transicoes foi de 12 eV [46]. As transicbes monitoradas estao
apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Transicdes (ions precursores e ions produtos) usados na investigacao

e identificacéo de esteranos e hopanos no modo MRM.

Compostos fon Precursor (m/z) fon Produto (m/z)
Esteranos Cy; 372 217
Esteranos Cssg 386 217
Esteranos Csyg 400 217
Esteranos Cso 414 217
Trisnorhopanos Cyry 370 191
Hopanos Cyg 398 191

Hopanos Csp 412 191
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Continuacgéo da Tabela 2
Homohopanos Cs; 426 191

3.5 Determinacdo do teor total de enxofre por Espectrometria de
Fluorescéncia de Raios-X por Energia Dispersiva (EDX) dos 6leos

investigados

O teor de enxofre no 6leo bruto foi determinado em um espectrémetro de
fluorescéncia de raios-X por energia dispersiva, da marca Shimadzu, modelo
EDX-720/800HS, disponibilizado pelo CLQM. A faixa de trabalho do
equipamento foi entre os atomos S-K (15 kV) com tempo de analise total de 100
s, operando na forma quantitativa. A eficiéncia do equipamento foi testada a
partir da comparacdo dos resultados da andlise de uma amostra referencial
composta por Cr=18,395%, Mn=1,709%, Fe=70,718%, Ni=8,655%, Cu=0,278%
e M0=0,245%.

A determinacdo do teor de enxofre foi feita por curva de calibracéo, de
acordo com a ASTM D4294 [118]. Para a obtencado da curva, foram utilizadas 9
solucdes de sulfeto de dibutila em 6leo mineral com as seguintes concentracdes:
0,01, 0,03, 0,05, 0,07, 0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 0,9 e 1%. Para as analises, foi utilizado
um filme de polipropileno (0,05 mm) para adaptacdo na parte inferior do porta-
amostra e sua selagem, uma pequena quantidade da amostra oleosa foi
adicionada ao porta-amostra, de modo a formar um filme uniforme. Os resultados
das analises estdo expressos nas médias das triplicatas dos valores fornecidos

automaticamente pelo equipamento.

3.6 Aquisicdo dos dados de H-ESI(+)-FT-Orbitrap MS para os 0Oleos

investigados

As analises das fracdes de resinas dos 6leos da bacia SE-AL, do tambor
e do derramamento foram realizadas em um sistema Exactive HCD Plus
(Thermo Scientific, Bremen, Alemanha), disponibilizado pelo CLQM. O método
de introducao da amostra foi por infusao direta utilizando uma seringa de 500 yL
(Thermo Scientific, NJ, EUA) a um fluxo de 35 pyL min~1. A fonte de ionizacéo

utilizada foi o eletronebulizacéo aquecida (H-ESI). A amostra foi dissolvida numa
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mistura de tolueno:metanol (1:3 v/v) produzindo uma solugéo de 150 ug mL™.
As condicbes de andlise para o modo H-ESI(+) foram: resolucdo do
equipamento a 140.000 em m/z 200, voltagem do spray de 4,0 kV, aguecimento
da regido de vaporizagcdo a 110 °C, temperatura capilar de 320 °C, gas de bainha
e gas auxiliar em 7 au (unidade arbitraria), S-lens em 70 rf. Para as composi¢cdes
elementares observadas simultaneamente nos espectros da amostra e do
branco, as intensidades finais foram determinadas como a diferenca entre as

intensidades dos espectros da amostra e do branco.

Os resultados obtidos foram processados em uma abordagem avancada
de processamento de dados. O programa Xcalibur Qual Browser foi utilizado
para atribuir as féormulas moleculares para os ions. Nesta etapa, foram levadas
em consideracédo até 10 formulas moleculares possiveis para cada m/z com erro
inferior a 3 ppm. Os critérios para a atribuicdo de composi¢cdes elementares
foram: 13Co.1; *2Cs.100, *H5-200, **No-4, 008 € 3°So.3. Em seguida, a lista de ions
foi transportada para o Microsoft Excel em que, por meio de um algoritmo de
processamento avancado desenvolvido pelo grupo de pesquisa em Petréleo e
Energia da Biomassa (PEB), foi selecionada a formula molecular mais provavel.
Para tanto, foram analisados o padréo isotopélogo de 13C e os defeitos de massa
de Kendrick (tolerancia +0,001) para confirmar a exatiddo das atribuicbes de
composicdes elementares [91]. Picos de massa relevantes para distribuicdes
isotopicas foram identificados e deletados. Somente os ions com relacao

sinal/ruido maior que 3 foram considerados.

3.7 Analise multivariada dos dados de GC/MS-SIM, GC/MS/MS-MRM e
UHRMS

A analise de componentes principais (PCA) e a analise por agrupamento
hierarquico (HCA) foram utilizadas para identificar tendéncias de agrupamentos
entre as amostras dos 6leos da bacia SE-AL, do tambor e do derramamento.
Para a PCA, foi utilizado o programa RStudio 3.6.1. Com relacdo aos dados
obtidos por GC/MS-SIM e GC/MS/MS-MRM, inicialmente, as razdes de
biomarcadores das amostras de derramamento de 6leo (amostras DP) foram
organizadas em matrizes (6 x 23) e (6 x 36), respectivamente. Nelas, os objetos

estdo nas linhas (amostras DP) e as variaveis (razbes de biomarcadores) nas
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colunas. O pré-processamento utilizado foi de autoescalonamento dos dados,
gue consistiu na subtracdo da variavel pela média do conjunto e divisdo do
resultado pelo desvio padrdo do conjunto.

Para os espectros de massa das amostras de derramamento de Oleo
obtidos por H-ESI(+)-FT-Orbitrap MS, os dados foram organizados em
matrizes para o KMN (8 x 8425) e para o KDM (8 x 464), em que 0s objetos estédo
nas linhas (amostras DP) e as variaveis (intensidades m/z) nas colunas. Para
esse conjunto, o pré-processamento utilizado foi centralizar na média. Em ambos
0S casos, para os dados obtidos por GC e por UHRMS. Os procedimentos
operacionais padrdo do pacote mdatools foram seguidos para execucdo do
tratamento via PCA e HCA. Os cadigos utilizados encontram-se disponiveis em:

https://cran.r-project.org/web/packages/mdatools/mdatools.pdf.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao de similaridade das amostras do derramamento no litoral
sergipano

4.1.1 Perfis cromatograficos de n-alcanos para amostras de 0Oleo do

derramamento e biomarcadores por GC/MS

A impressao digital quimica da fracdo de n-alcanos de um 6leo € uma das
principais abordagens para distinguir e diferenciar as fontes de Oleo
desconhecido e produtos refinados associados aos derramamentos nos
ambientes [108]. Geralmente, no primeiro estagio para investigar as correlacoes
0leo-0leo, o GC-FID é usado. No entanto, os TICC’s no GC/MS séo equivalentes,
e, portanto, fornecem as mesmas informacdes sobre os perfis das amostras.
Além disso, a GC/MS permite operar no modo de reconstru¢éo do cromatograma
a partir de um ion especifico (RIC, do inglés, reconstructed ion chromatogram),
reduzindo os efeitos de background e aumentando a intensidade dos compostos

contendo o ion selecionado [119].

Os cromatogramas reconstruidos do ion m/z 85 extraido do TICC para
analise de hidrocarbonetos saturados dos 6leos do derramamento apresentaram
a mesma faixa de n-alcanos, de n-Ciz até n-Css-3zs, com uma distribui¢céo
unimodal inclinada para parafinas de cadeia média (entre 7 e 12 atomos de
carbono) e longa (mais que 12 atomos de carbono), caracteristica de
contribuicdo de matéria organica de origem terrestre para a sua formacao
(Figura 13). Além disso, os n-alcanos no intervalo n-Ciz a n-C22 com alturas
similares corrobora essa afirmacdo, uma vez que este tipo de distribuicdo é
semelhante aquelas encontrados em betumes relacionados aos querogénios do
tipo Il formados a partir de matéria biogénica planctonica/bacteriana ou
bacteriana/terrigena [120,121].
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Figura 13. Perfil das amostras dos 0leos do derramamento obtidos por GC/MS-
RIC (ion m/z 85).
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Em consonancia, os valores moderados de Preferéncia de
Hidrocarbonetos impares sobre Pares (OEP), igual a 0,94 para a Sample 1, igual
a 1,04 para a Sample 2 e igual a 1,06 para a Sample 3, sugerem aporte de
matéria organica misto, derivado de algas e plantas superiores. Ademais, a
distribuicdo de parafinas ndo apresentou preferéncia de carbono par ou impar,
como visto nos valores de OPE, o que indica que as amostras sao provavelmente

evoluidas termicamente [30,120,122]



47

De acordo com o indice de biodegradacédo proposto por Peters et al. 2005,
a presenca da n-alcanos classifica os 6leos como levemente biodegradados
(nivel 1 — 3). No entanto, 25-norhopanos foram detectados por GC/MS-SIM
monitorando o ion m/z 177 para amostras de 6leo do derramamento, indicando
grau de biodegradacdo moderado (nivel 4 e 5) ou pesado (nivel 6 e 7) (Figura
14) [123]. Contudo, ndo é apropriado dizer que este grau de biodegradacéo seja
resultante do processo de intemperismo, uma vez que o0 ambiente aquatico ao
qual o 6leo foi exposto é o ambiente marinho, e seu tempo de exposi¢cdo €
desconhecido [124]. No entanto, a coexisténcia de 25-norhopanos e n-alcanos
nas amostras pode ser resultado da mistura natural de dois ou mais petréleos
em estagios diferentes de biodegradacdo, que pode ter ocorrido durante o
processo de enchimento do reservatério ou fruto de um processo de blending
(mistura de 6leos com diferentes graus API), comumente realizado nas unidades
produtoras de petrdleo para reducdo de viscosidade e aumento do valor de

mercado de um 6leo mais pesado [125].

Figura 14. Presenga de 25-norhopanos nas amostras do derramamento
(representado pela Sample 3).
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Quanto as razdes Pristano/Fitano (Pr/Ph) dos 6leos do derramamento,
foram observados os valores de 1,71 para a Sample 1, para a Sample 2 foi de
1,65 e para a Sample 3 igual a 1,88. Esses valores indicam que a rocha do
reservatério foi depositada em condi¢cdes suboxicas [6,120]. Esses Oleos
também exibiram baixas razbes de Pr/n-Ciz e Ph/n-Cis, corroborando os
indicativos de alta maturidade, principalmente, devido a mudanca na distribuicéo
de n-alcano dos componentes de maior massa molecular para os de menor

massa molecular, processo que ocorre no estagio final da catagénese [126].

4.1.2 Identificacdo de esteranos e terpanos por GC/MS-SIM, e
distribuicdo das razbes de biomarcadores para as amostras dos

6leos analisados

A composicdo do 6leo pode variar, dependendo da fonte, do estado
térmico durante o processo de producdo, e das condicbes geoldgicas da
migracao e do reservatorio. Como tal, os 6leos brutos podem apresentar grandes
diferencas nos padrbes de distribuicdo dos perfis de n-alcanos e da mistura
complexa nao resolvida (UCM), proporcdes relativas significativamente
diferentes de isoprendides em relacao aos alcanos normais e, também, grandes
diferencas nos padrbes de distribuicdo e concentracdes de biomarcadores
[107,127,128].

Os geoquimicos de petréleo tratam biomarcadores saturados e
aromaticos como qualquer outro composto-alvo, ou seja, sdo montados
histogramas de distribuicbes para comparacdes visuais e/ou estatisticas das
amostras. As razbes de biomarcadores comumente usadas, derivadas de
biomarcadores saturados e aromaticos, sdo quase idénticas as usadas na
geoquimica de petréleo; elas incluem: Ts/Tm, terpanos triciclicos C23/C2a,
terpano triciclico C23 e C24 em hopano, hopano C28/Czo, hopano C29/Cso,

oleanano/Cso hopano, gamacerano/Cso hopano, hopano Css/Cso [42,122].

Os hopanos e os esteranos, que sao tipicamente resistentes a
degradagcdo, mudancas e transformacées no ambiente, sdo importantes

biomarcadores para correlacdes Oleo-6leo [6,41,127]. Além disso, o0s
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biomarcadores ciclicos resistem a biodegradacéo, tornando-os compostos ideais

para identificar a origem dos 6leos do derramamento [122,129,130].

Deste modo, apos avaliacdo do perfil de n-alcanos, mediante método
proposto por Stout (2016) [5], as amostras foram caracterizadas quanto ao
contetdo de biomarcadores geoquimicos utilizando a GC/MS-SIM, mediante
selecdo dos ions m/z 217 e 191, para identificar os esteranos e terpanos,
respectivamente. Os resultados estdo apresentados na Figura 15. Com base
nos cromatogramas de referéncia e nos tempos de retengao, o pico individual de
cada biomarcador foi atribuido (ANEXO 2 e ANEXO 3; APENDICES 11-13)
[13,42,110].
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Figura 15. Perfis dos biomarcadores hopanos (m/z 191) e esteranos (m/z 217) obtidos por GC/MS-SIM dos 6leos do derramamento.
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Com relacédo a distribuicdo de biomarcadores dos 6leos do derramamento
obtidos a partir do monitoramento de hopanos pelo modo SIM (Tabela 3), ao
analisar as razbes de biomarcadores, foi observado que eles tém uma
distribuicdo bastante semelhante. O desvio padréo relativo (DPR%) maior de
10% € um indicativo de derramamento de éleo misto; no entanto, qualquer valor
menor que isso € uma confirmacdo de apenas um tipo de fonte de dOleo [131].
Portanto, comparando-as com base no DPR% para cada razdo de
biomarcadores, observou-se que, para a 92% delas, as variacbes encontradas
ndo excederam 5% em relacdo as medidas. Entre as 25 razfes utilizadas,
apenas H33S/H33R e Czs (20S)/C2s (20R) apresentaram DPR% acima desse

valor.

Tabela 3. Tratamento univariado via DPR (%) para o conjunto de razdes de
biomarcadores obtidos por GC/MS-SIM para os 6leos do derrame no litoral

nordestino.

Razado de biomarcadores Samplel Sample2 Sample3 DPR (%)

OEP 0,94 1,04 1,06 6%

Pr/Ph 1,71 1,65 1,88 7%
TR19/TR23 0,58 0,52 0,54 6%
TR21/TR23 0,314 0,343 0,309 6%
TR23/TR24 2,406 2,473 2,369 2%
TR23/H30 0,810 0,858 0,858 3%
TR24/H30 0,336 0,347 0,362 4%
Ts/Tm 0,520 0,494 0,499 3%
H28/H30 0,126 0,132 0,143 7%
H29/H30 0,533 0,526 0,536 1%
OL/H30 0,068 0,083 0,078 10%
M30/H30 0,096 0,099 0,094 3%
GAM/H30 0,061 0,061 0,058 3%
(TR19-TR26)/H30 3,313 3,730 3,780 7%
H31S/H31R 1,360 1,260 1,228 5%
H32S/H32R 1,412 1,372 1,389 1%
H33S/H33R 1,566 2,173 2,061 17%

C27 aBB/Cao afp 1,108 1,189 1,148 4%
C2s afp/C29 o 1,129 1,150 1,197 3%
C27BB/(Car+Cas+Cao)BB 0,342 0,356 0,343 20
C28BR/(C27+C2s+C29)B 0,349 0,344 0,358 2%
C20BB/(Car+C2s+Ca0)BB 0,309 0,299 0,299 20
C27 (20S)/C27 (20R) 1,191 1,259 1,342 6%
C2s (20S)/C2s (20R) 0,312 0,258 0,326 12%
C2o (20S)/C20 (20R) 1,193 1,194 1,134 3%

C27-C2s8-C29 esteranos/H30 0,431 0,446 0,459 3%
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A similaridade observada entre os perfis de esteranos e terpanos
corroboram os resultados dos perfis das amostras de n-alcanos dos 06leos do
derramamento. Além disso, as razdes de biomarcadores apresentaram valores
proximos, com DPR (%) abaixo de 10, como pode ser visualizado na Tabela 3.
Os principais esteranos identificados nas amostras de 6leos foram isémeros
opticos de Cz7 a Cz. Dentre esses, os esteranos C200BBR e C200BBS
apresentaram o0s maiores valores. A principal razdo de biomarcadores nos
esteranos foi C29 (20S)/C29 (20R). Todos os picos reconhecidos para os terpanos
foram hopanos de Ci9 a Css. A principal razdo de biomarcadores para os
terpanos foi (TR19-TR26)/H30.

Embora a relacdo OL/H30 seja geralmente considerada um indicador
robusto de maturidade térmica, a interpretagéo dos valores da relacdo pode ser
afetada por varios fatores, incluindo a idade geoldgica das rochas geradoras e a
origem do material organico. Ela é considerada uma razdo de biomarcador
exclusiva, e pode ser utilizada para identificar a fonte do petréleo, pois a sua
presenca e a sua concentracao variam de acordo com a origem geografica e a
idade do petréleo [12]. Assim, considerando os DPR'’s determinados para 92%
das razbes de biomarcadores e a presenca de oleanano, com 10% de DPR,
sugere-se que esse derramamento de 6leo encontrado no litoral de Sergipe
tenha sido originado de uma fonte Unica, essa afirmacédo é corroborada pela

descrita por Lourengo [15].

4.2 Avaliacdo de similaridade entre amostras do derramamento e 6leos

suspeitos

Seguindo o mesmo protocolo aplicado no topico 4.1 para a investigacao
de similaridade entre as amostras do derramamento no litoral sergipano, as
amostras de 6leos produzidos em Sergipe foram comparadas com as amostras
do derramamento. Os resultados obtidos foram posteriormente submetidos a
tratamento estatistico multivariado, e duas possibilidades foram consideradas: (i)
pelo menos uma das amostras de O6leos produzidas em Sergipe estaria
relacionada ao derramamento; e (ii)) nenhuma amostra, entre as produzidas em

Sergipe, estaria relacionada ao derramamento.
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4.2.1 Comparacdo dos dados obtidos por GC/MS-RIC dos dOleos do

derramamento, tambor e produzidas em Sergipe-Alagoas

A respeito dos perfis dos Oleos de Sergipe-Alagoas, Figura 16, foram
observadas distribuicdes semelhantes, com padrdes bimodais inclinados para n-
alcanos de cadeia média e curta (menor que 7 a&tomos de carbono), com excecao
do 6leo “C” (Sample C), para o qual a distribuicdo apresentou um padrao bimodal
inclinado para n-alcanos de cadeia longa. Distribuicbes bimodais,
principalmente, as com predominéncia da faixa de n-C2sz a n-Cs1 sao geralmente
associados a ceras de plantas superiores terrigenas, conforme observado para

6leo C.

Para os oleos “A”, “B” e “D” (Sample A, Sample B e Sample D,
respectivamente) a distribuicdo inclinada para parafinas mais leves indica
contribuicdo de ambas origens, terrigena e marinha, com maior contribui¢cdo de
biomassa marinha [30,122,132]. E com relacéo ao 6leo do tambor (Sample T),
observou-se um perfil destoante dos demais, apresentando uma distribuicéo
unimodal com predominancia de compostos de cadeia curta. Tal distribuicéo é
fortemente caracteristica de aporte de matéria organica de algas [30,31].
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Figura 16. Comparacdo dos GC/MS-RIC dos Oleos da bacia SE-AL (Samples A, B, C, D) e do tambor (Sample T) com o derramado.
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Comparando os perfis dos compostos parafinicos dos Oleos do
derramamento (representados pela Sample 2) e produzidos em Sergipe, foi
observado que, enquanto as amostras do derramamento apresentaram o padréo
de compostos parafinicos variando de n-Ciz-13 a n-Css-34, com uma distribuicao
bimodal enviesada para n-alcanos de cadeia média e longa, os perfis dos 6leos
brutos da bacia de SE-AL mostraram-se numa faixa mais extensa de compostos
parafinicos, variando de n-Cz a n-Cs7, e, embora apresentassem um
comportamento bimodal, ndo compartilham similaridades com as amostras do
derramamento. De igual modo, o perfil do 6leo no tambor também n&o
apresentou similaridade com as amostras do derramamento quando avaliada a

distribuicdo de n-alcanos (nivel 1).

Estudos anteriores acerca da classificacdo dos 6leos aportados nas
praias brasileiras, mediante avaliacdo das distribuicbes de isdmeros de Ci-
fenantrenos/antracenos e Ci-dibenzotiofenos, indicaram que o Oleo do
derramamento é algum material termicamente alterado [133]. Com base nisso,
0 cromatograma reconstruido do ion m/z 192, Figura 17, foi elaborado para
visualizacao da distribuicdo dos metilfenantrenos e, consequente, classificacéo

dos 6leos do derramamento, tambor e da bacia SE-AL.

Para Oleos brutos tratados termicamente, os compostos 2- e 3-
metilfenantreno (2-MP e 3-MP, respectivamente), mais termicamente estaveis
em relacdo aos 9/4- e 1l-metilfenantreno (9-MP e 1-MP, respectivamente),
apresentam maior altura do pico em relagédo ao 9-MP e 1-MP [5]. Além disso, 0
biomarcador 2-metilantraceno (2-MA) foi detectado acima do ruido do
cromatograma apenas nas amostras Sample T e Sample 3. A presenca desse
composto € visualizada em concentracdes traco em Oleos brutos e derivados,
contudo, tem sua concentracdo elevada em oleos termicamente tratados[133].
Em terceiro lugar, a razao de biomarcadores obtida a partir da relacdo de 2-
metilantraceno para o total de metilfenantrenos foi de 0,04 e 0,05 para as
amostras Sample 3 e Sample T, respectivamente, dentro da faixa de 0,04 a 0,09
em Oleos combustiveis pesados modernos que contém materiais craqueados
[133]. Esse resultado corrobora o descrito por Reddy et al. (2022), o qual afirmou
gue tais descobertas indicam que o 6leo do derramamento do Brasil contém

materiais refinados e ndo apenas um 6leo bruto virgem.



56

Figura 17. Avaliacdo do perfil de metilfenantrenos e 2-metilantraceno para as amostras do derramamento, tambor e da bacia SE-AL

obtido por GC/MS-SIM.
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4.2.2 Comparacdo dos perfis de biomarcadores e razbes de
biomarcadores por GC/MS-SIM

Ao comparar os perfis de biomarcadores terpanos (Figura 18), observou-
se que a altura dos picos referentes aos terpanos tri- e tetraciclicos (tempo de
retencdo entre ~40 e ~62 min) em relacdo aos pentaciclicos (Tr > 62 min) é
superior nas amostras do derramamento (representada pela Sample 2). Esse
perfil ndo é observado nas demais amostras, as quais apresentaram uma relacéo
inversa a essa observada. Dentre elas, destacam-se as amostras de 6leo
Sample T e Sample D que demonstraram maior disparidade entre as alturas das

regides dos hopanos e terpanos.

Segundo Peters, Walter e Moldowan (2005), terpanos triciclicos mais
abundantes, comumente se correlacionam com rochas de elevada paleolatitude
e ricas em tasmanitas, sugerindo uma origem dessas algas, como Prasinophyte
algae, embora outras fontes sejam possiveis [31]. Além disso, como mostrado
no trabalho de Philip et al. (2021), o aumento na propor¢cdo dos terpanos
triciclicos em relagao aos 17a (H)-hopanos esta relacionado com o aumento da
evolucdo térmica [134]. Nesse sentido, a partir dos perfis de biomarcadores
obtidos pelo ion m/z 191 para as amostras do derramamento, dos 6leos da bacia
SE-AL e do tambor, pode-se afirmar que tanto o aporte de biomassa, quanto o
grau de evolucdo térmica sao diferentes entre as amostras de 6leos da bacia

SE-AL e do derramamento.

Com relacao aos perfis de biomarcadores obtidos para os esteranos (ion
m/z 217), Figura 19, observou-se que em relagdo a amostra do derramamento
(representada pela Sample 2) nenhuma das amostras apresentaram perfil
similar. Ademais, visualmente, tornou-se complexo a extragao de informacdoes
dos cromatogramas. Assim, viu-se a necessidade de avaliar algumas razfes de

marcadores importantes na comparagado geoquimica dos 6leos.
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Figura 18. Perfil cromatografico dos biomarcadores tipo hopanos (m/z 191) das amostras do derramamento (Sample 2) e de 6leos

da bacia SE-AL (Samples A, B, C, D) e do tambor (Sample T).
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Figura 19. Perfil cromatografico dos biomarcadores tipo esteranos (m/z 217) das amostras do derramamento (Sample 2), dos oleos

da bacia SE-AL (Samples A, B, C e D) e do tambor (Sample T).
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As abundancias relativas de esteranos C27-C2s-C29 (%C27, %C2s € %C29)
sao relacionadas ao aporte de matéria organica. Nesse sentido, um diagrama
ternario pode ser usado para correlacdo de Oleos, e betumes, com o tipo de
matéria organica depositada. Por exemplo, altos valores de %C29 geralmente
estdo associados ao aporte principal de esterois de plantas superiores, enquanto
que de %Co2s esta usualmente associado a entrada de matéria organica oriunda
de fitoplanctons. Por fim, altos valores de %C27 estdo atrelados com aporte de
matéria organica de zooplanctons. Vale ressaltar que este diagrama pode ser
utilizado para diferenciar diversos ecossistemas e distinguir grupos de 6leos

brutos a partir de uma mesma rocha geradora [6,85,122].

Os dados obtidos para distribuicdes relativas de esteranos C27-C2s-C2o
(Tabela 4) foram utilizados para construir o referido diagrama. Dessa forma,
avaliando o digrama ternario (Figura 20) construido para o referido conjunto de
amostras, observou-se que, apesar de ndo apresentarem perfis de esteranos
semelhantes, com excec¢do da Sample A que apresentou maior contribuicdo de
matéria organica marinha, todas as demais possuem maior contribuicdo de

matéria organica de origem terrestre [135].

Figura 20. Diagrama terndrio de esteranos regulares para as amostras
derramada, dos 6leos da bacia SE-AL e do tambor.
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Tabela 4. Razdes de biomarcadores obtidas via GC/MS-SIM utilizando os ions m/z 191 e 217.

Razao de biomarcadores Sample 2 Sample T Sample A Sample B Sample C Sample D
TR21/TR23 0,343 0,244 0,485 0,263 0,203 0,055
TR23/TR24 2,473 1,685 1,743 1,343 1,513 1,486
TR23/H30 0,858 0,087 0,078 0,081 0,116 0,133
TR24/H30 0,347 0,052 0,045 0,06 0,077 0,089
Ts/Tm 0,494 0,594 0,839 0,637 0,736 0,645
H28/H30 0,132 0,025 0,023 0,012 0,063 0,022
H29/H30 0,526 0,979 0,229 0,321 0,23 0,309
OL/H30 0,083 0,027 0,000 0,000 0,000 0,000
M30/H30 0,099 0,078 0,135 0,122 0,142 0,147
GAM/H30 0,061 0,04 0,208 0,5 0,546 0,509
(TR19-TR26)/H30 3,73 0,409 0,567 0,454 0,524 0,587
H31S/H31R 1,26 1,629 1,348 1,339 1,062 1,247
H32S/H32R 1,372 1,389 1,553 1,445 1,328 1,406
H33S/H33R 2,173 1,604 1,493 1,681 1,171 1,519
C27 apB/C2e a3 1,189 0,516 0,537 0,66 1,199 0,522
C2s aBB/C29 app 1,15 0,524 0,483 0,511 0,852 0,494
%C27? 32,02% 27,90% 57,03% 23,94% 11,47% 22,63%
%C2gP 26,37% 18,53% 10,35% 18,31% 42,33% 19,78%
%C29° 41,60% 53,57% 32,62% 57,74% 46,20% 57,59%
C27 (20S)/C27 (20R) 1,259 0,971 0,269 1,523 3,898 1,361
C2s (20S)/C2s (20R) 0,258 0,373 0,247 0,197 0,12 0,114
C29 (20S)/C29 (20R) 1,194 1,181 0,707 0,892 0,668 0,554
C27-C2s-C29 esteranos/H30 0,446 0,298 1,049 1,248 0,438 1,115

8 C2720R/(C27+C28+C29)20R; P C2820R/(C27+C28+C29)20R; ¢ C2020R/(C27+C28+C29)20R.
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4.2.3 Tratamento multivariado para analise de similaridade a partir das

razbes de biomarcadores obtidas por GC/MS-SIM

A analise de dados € uma parte importante para avaliagcdo de casos reais
de derramamento de Oleo. Técnicas de avaliacdo de dados para identificacdo de
derramamento/fonte, correlacéo e diferenciacdo de 6leo tém, tradicionalmente,
centrado em métodos de comparacdo de desvios padrdes relativos e perfis,
como feito no Tépico 4.1 [12]. Contudo, tratamentos estatisticos univariados sdo
complexos de serem feitos quando ha muitas amostras diferentes. Nesse
sentido, a partir dos dados da Tabela 4, foram executados tratamentos
estatisticos multivariados, uma vez que os dados apresentados até aqui

apontam para amostras diferentes.

O PCA assume distribuicdo multinomial do conjunto de dados, sendo
necessaria a transformacéo ou padronizacao prévia dos dados. Além disso, as
métricas também afetam os resultados do PCA e, se as variaveis ndo forem
padronizadas para escalas relativas, o PCA pode ser dominado por poucas
variaveis com grandes unidades de medida [136].

Assim, devido aos diferentes valores observados para cada razédo de
biomarcadores, foi necessario efetuar uma operacdo de padronizacdo de
colunas para remover tais diferencas. O escalonamento automético, também
chamado de padronizacédo de coluna, € uma operacao de pré-processamento
gue remove as diferencas entre o intervalo das variaveis e lhes da a mesma
importancia em uma analise de dados multivariada. O procedimento é executado
subtraindo a média da coluna correspondente de cada ponto de dados e
dividindo por seu desvio padrao da coluna. Desta forma, os dados padronizados

apresentam, ao final deste tratamento, a mesma significancia (peso) [113].

Vinte e trés razdes de biomarcadores, compostas por indices baseados
em biomarcadores, foram analisadas. Inicialmente, as 23 razbes foram
comparadas usando analise de componentes principais (PCA). O grafico de
pontuagao do fator do primeiro e do segundo componentes principais (PC1 e
PC2, respectivamente) é mostrado na Figura 21. PC1 e PC2 representaram
43,67% e 29,6% da variancia total entre as amostras de 6leo, respectivamente.
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Assim, a maior parte da variancia entre as amostras € expressa neste grafico

bidimensional.

Figura 21. Gréfico de escores para o conjunto de razbes de biomarcadores
obtidas por GC/MS-SIM para os ions m/z 191 e 217.
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Fonte: Propria.

As distancias euclidianas entre as amostras tracadas no grafico de
pontuacdo representam diferencas reais e defensaveis dos indices utilizados.
Dentre as amostras de 6leos suspeitos, que se aproximam da amostra de 6leo
do derramamento, apenas a Sample T mostrou-se candidata. No entanto, devido
a distancia euclidiana entre as duas, pode haver equivoco ao agrupa-las em um

mesmo conjunto.

Ao avaliar os graficos de pesos das PC1 (eixo x), Figura 22, observou-se
que as amostras sao separadas positivamente principalmente pela razdo de
biomarcadores OL/H30, presente apenas nos dleos “T” e “2”, e negativamente
pelas razbes Ts/Tm e GAM/H30. Com relagdo ao biomarcador Oleanano,
presente em Oleos brutos e extratos de rocha, ele € um biomarcador especifico

para aporte de matéria organica e idade geoldgica [14,137]. Este biomarcador,
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que tem dois isébmeros, 18a-(H)-oleanano e 18p-(H)-oleanano, € encontrado
apenas em rochas e 6leos do Terciario e Cretaceo (<130 milhdes de anos) e é
altamente especifico para entradas de plantas de angiosperma [5,12,138,139].
Desta forma, as amostras de 6leo Sample T e Sample 2 compartilharam aportes

de matéria organica e idade de formacéo semelhantes.

Figura 22. Distribuicdo de pesos da PC1 para os biomarcadores esteranos e
hopanos obtidos por GC/MS-SIM.
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Com relacdo ao gréfico de pesos da PC2 (eixo Y), Figura 23, viu-se que
a separacdo ocorreu positivamente, principalmente, devido as razdes
C2820R/(C27+C28+C29)20R e C27 (20S)/C27(20R), e negativamente devido a razéo
H31S/H31R. A razdo C2820R/(C27+C28+C29)20R indica aporte de matéria
organica, e como discutido acima, esta geralmente associada a fitoplanctons,
assim, as amostras de 6leo Sample 2, Sample D e Sample C apresentaram
maiores contribuicdes dessa matéria organica em compara¢ao com as amostras
de 6leo Sample T, Sample A e Sample B. Com relacdo a razédo de biomarcadores

C27(20S)/C27(20R), € possivel diferenciar o grau de evolucao térmica dos 6leos,
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uma vez que devido as interconversdes estereoquimicas observadas para 0s
compostos tipo esteranos, em que o esterano R isomeriza sob condi¢des
geoldgicas ao isbmero S (termodinamicamente mais estavel), esse tipo de
informacao pode ser coletada. Assim, as amostras de 6leo Sample 2, Sample D
e Sample B apresentaram evoluc¢des térmicas intermediarias entre a Sample C
(maior grau de evolucao térmica por esse biomarcador) e as Sample T e Sample

A (menor grau de evolucao térmica por esse biomarcador) [31].

Figura 23. Gréfico de pesos da PC2 para os biomarcadores esteranos e terpanos
obtidos por GC/MS-SIM.
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Com base nos resultados acima, observou-se que a Sample T foi a que
mais se assemelhou a Sample 2, por isso foi efetuado um tratamento univariado
para prosseguir com a proposta de Stout (2016) para avaliacdo de similaridade

entre 6leos.
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4.2.4 Tratamento univariado para analises de similaridade a partir das

razbes de biomarcadores obtidas por GC/MS-SIM

Nesta tese, considerando as raz6es mostradas na Tabela 3, o desvio
maximo permitido para a razao de biomarcadores para atribuig&do de similaridade
foi de 10% por acreditar que ndo ha prejuizos ao resultado final. Além deste,
outro parametro foi levado em consideracéo para avaliacdo de similaridade entre
duas amostras, o limite de repetibilidade, descrito por Hansen et al. (2007), o
qual descreve que duas amostras sdo correspondentes se a diferenca critica for
maior que a diferenca absoluta [140]. Para o célculo da diferenca critica foi
utilizado um limite de repetibilidade igual a 14%, ou seja, foi considerando como
5% o DPr maximo, como descrito no método CEN [140], a diferenca critica foi

calculada conforme Equacgéo 8.

Avaliando a Tabela 5, observou-se que ambos os tratamentos levaram ao
mesmo resultado, onde “NAO” equivale a “N&o correspondentes” e “SIM” a
correspondentes. Em ambos os tratamentos apenas 3 das 21 razbes de
biomarcadores sao correspondentes (14,3%). Analisando os dois cenarios, as
duas hipoteses apresentaram similaridade inferior a 50%, resultado que,
segundo o método forense descrito em Stout (2016), indica que as amostras nédo

possuem correlacdo positiva.

Desta forma, embora a amostra de 6leo Sample T seja a mais proxima da
amostra de 6leo do derramamento (Sample 2), ndo é possivel concluir que ela
possua correlacdo positiva com as amostras do derramamento (representada
pela Sample 2). Contudo, devido a especificidade do caso, onde a amostra do
tambor (Sample T) chegou ao mesmo tempo que as amostras do derramamento
(Sample 1, 2 e 3), e considerando a existéncia, em ambas amostras, de um
biomarcador especifico, como é o caso do Oleanano, observou-se a
necessidade de aprofundar a caracterizacdo de ambas as amostras por outras
técnicas cuja aplicacdo pode ser associada a quimica forense. Assim, tornando

a avaliagcdo de similaridade/dissimilaridade mais inequivoca.



Tabela 5. Avaliag&o univariada das razdes de biomarcadores obtidas por GC/MS-SIM.
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- . L Diferenca Diferenca Hansen et
Razé&o de biomarcadores Sample2 SampleT Meédia DPR% Absoluta  Critica al. (2007) DPR <10%
TR21/TR23 0,343 0,244 0,294 24 0,099 0,041 NAO NAO
TR23/TR24 2,473 1,685 2,079 27 0,788 0,291 NAO NAO
TR23/H30 0,858 0,087 0,473 115 0,771 0,066 NAO NAO
TR24/H30 0,347 0,052 0,200 105 0,295 0,028 NAO NAO
Ts/Tm 0,494 0,594 0,544 13 0,100 0,076 NAO NAO
H28/H30 0,132 0,025 0,079 96 0,107 0,011 NAO NAO
H29/H30 0,526 0,979 0,753 43 0,453 0,105 NAO NAO
OL/H30 0,083 0,027 0,055 72 0,056 0,008 NAO NAO
M30/H30 0,099 0,078 0,089 17 0,021 0,012 NAO NAO
GAM/H30 0,061 0,040 0,051 29 0,021 0,007 NAO NAO
(TR19-TR26)/H30 3,730 0,409 2,070 113 3,321 0,290 NAO NAO
H31S/H31R 1,260 1,629 1,445 18 0,369 0,202 NAO NAO
H32S/H32R 1,372 1,389 1,381 1 0,017 0,193 SIM SIM
C27 aBB/C29 app 1,189 0,516 0,853 56 0,673 0,119 NAO NAO
C2s aPB/C29 app 1,150 0,524 0,837 53 0,626 0,117 NAO NAO
%C272 32,02% 27,90%  29,96% 10 4,120 4,194 SIM SIM
%C2sP 26,37% 18,53%  22,45% 25 7,840 3,143 NAO NAO
%Cao° 41,600 53,570 47,585 18 11,970 6,662 NAO NAO
C27 (20S)/C27 (20R) 1,259 0,971 1,115 18 0,288 0,156 NAO NAO
C29 (20S)/C29 (20R) 1,194 1,181 1,188 1 0,013 0,166 SIM SIM
C27-C2s-C20 esteranos/H30 0,446 0,298 0,372 28 0,148 0,052 NAO NAO
TR23/TR24 2,473 1,685 2,079 27 0,788 0,291 NAO NAO

8 C2720R/(C27+C28+C20)20R; P C2820R/(C27+C28+C29)20R; ¢ C2920R/(C27+C28+C29)20R.
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4.3 Avaliacdo de similaridade entre as amostras do derramamento, dos
Oleos da bacia SE-AL e do tambor por GC/MS/MS-MRM

4.3.1 Tratamento multivariado para analise de similaridade por
GC/MS/MS-MRM

A caracterizagcdo geoquimica de éleos brutos utilizando um analisador de
ions tipo triplo quadrupolo operando no modo MRM permite a resolugéo de vérias
co-eluicdes em varias transicdes referente aos esteranos, hopanos e HPAs
[141]. Para avaliacdo das razdes de biomarcadores por GC/MS/MS-MRM, foi
aplicado o método proposto por Prata (2016) de analise geoquimica para
amostras brasileiras. Os cromatogramas obtidos para cada transicdo estéo
apresentados nos APENDICE 16 ao APENDICE 25. O pico individual de cada
biomarcador foi confirmado com base no tempo de retencdo e nos
cromatogramas de referéncia ANEXO 4 e ANEXO 5. As relacdes dos nomes de
cada biomarcador com seu tempo de retencdo podem ser visualizadas no
APENDICE 15.

Para casos reais de derramamento de 6leo, a técnica GC/MS/MS-MRM
tem se mostrado uma ferramenta mais sensivel e seletiva para analise desses
biomarcadores [68]. Para avaliagdo de similaridade foram tabuladas 35 raz6es
de biomarcadores. Para ndo gerar resultados tendenciosos, a maioria das
razdes de biomarcadores obtidas pelo modo SIM foram consideradas no modo
MRM, com excecdo dos tri-terpanos. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 6.

A avaliacdo de similaridade geoquimica entre as amostras do
derramamento (representada pela amostra Sample 2) e as amostras de 6leos da
bacia SE-AL e o 6leo do tambor, também foi feita apds o escalonamento dos
dados, Tabela 6. Apés executado o escalonamento, foi efetuado o tratamento
multivariado dos dados. Ao avaliar o grafico de escores do PCA (Figura 24), viu-
se que apenas duas componentes principais ja explicavam 82,3% da variancia
dos dados, sendo a PC 1 representando 60,07% e a PC 2, 22,29%.
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Tabela 6. Avaliacdo univariada das raz6es de biomarcadores obtidas por GC/MS/MS-MRM.

Razi0 de biomarcadores Sample Sample Sample Sample Sample Sample

2 T A B C D
Ts/Tm 0,888 0,731 0,832 0,910 1,121 0,992
Ts/(Ts+Tm) 0,470 0,422 0,454 0,476 0,528 0,498
H29/H30 0,473 1,044 0,226 0,291 0,215 0,323
MOR30/H30 0,015 0,040 0,055 0,062 0,057 0,081
GAM/H30 0,035 0,039 0,130 0,270 0,210 0,231
H31S/H31R 1,544 1,693 1,647 1,427 1,284 1,516
H32S/H32R 1,710 1,588 1,430 1,371 1,578 1,413
C30Diahop/H30 0,046 0,035 0,095 0,085 0,109 0,099
H31R/H30 0,311 0,301 0,177 0,205 0,121 0,165
Esteranos/Hopanos ! 1,288 0,622 2,811 3,535 1,610 2,854
C200aS/(C200aS+C2900R) 0,522 0,434 0,417 0,485 0,283 0,371
C27BB(R+S)/C29BB(R+S) 0,919 0,546 0,605 0,553 0,685 0,431
C27a0aS/Cz27a0R 1,425 0,933 0,883 1,093 0,526 0,879
C2800S/Cz2saa0R 1,138 1,135 0,585 0,652 0,030 0,311
C2000aS/C2000S 1,091 0,767 0,717 0,943 0,395 0,590
ISO30S/ISO30S+ISO30R 0,220 0,550 0,277 0,442 0,097 0,434
DIA27ap/DIA27Ba+Dia27a 0,041 0,270 0,233 0,230 0,099 0,221
C2700S/Cz27a0R 1,425 0,933 0,883 1,093 0,526 0,879
C27BBS/C27BBR 1,031 0,999 1,166 0,911 0,734 0,863

C270a(S+R)/C2700(S+R)+C27BB(S+R) 0,485 0,535 0,623 0,673 0,896 0,788
DIA280B(S+R)DIA28Ba(S+R)*Dia28aB 170 (016 0294 0241 0247 0314

(S+R)
C2800aS/C2saaR 1,138 1,135 0,585 0,652 0,030 0,311
C28BBS/C28BBR 0,091 0,101 0,138 0,184 1,755 0,346
C2800(S+R)/C2saa(S+R)+C28BB(S+R) 0,560 0,581 0,555 0,602 0,908 0,713
DIA29S/DIA29R 1,882 1,397 1,282 1,219 0,000 1,245
C290aS/C2900aR 1,091 0,767 0,717 0,943 0,395 0,590
C20BBS/C29BBR 0,550 0,567 0,558 0,537 0,135 0,313
C2000(S+R)/C290a(S+R)+C29BB(S+R) 0,473 0,474 0,514 0,576 0,691 0,633
H32S/(H32R+H32S) 0,631 0,614 0,588 0,578 0,612 0,586
C29BB(S+R)/(C29BR(S+R)+C200a(S+R)) 0,527 0,526 0,486 0,424 0,309 0,367
OL/(OL+H30) 0,160 0,051 0,000 0,000 0,000 0,000
GAM/(GAM+H30) 0,034 0,038 0,115 0,213 0,173 0,188
Diasteranos/Esteranos 2 0,175 0,288 0,245 0,573 0,195 0,267
%C2700R 3 30% 31% 37% 34% 56% 35%
%C2saaR 4 33% 20% 21% 22% 20% 21%
%C2900R ° 37% 49% 42% 44% 23% 44%

(C27—C2000 (S+R) + C27—C29BB (S+R))/(C29—C3s3ap hopanos[S+R])].
2[(DIAC27Ba—DIAC29Ba (S+R))/(C27—C2000a (S+R) + C27—C29BB (S+R))].
3C2700R/(C27-C29)a0R;

4C280aR/(C27—C29)aaR;

5C2000R/(C27—-C29)a0R;
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Figura 24. Gréafico de escores obtido a partir das razdes de biomarcadores

obtidas por GC/MS/MS-MRM para os biomarcadores terpanos e esteranos.
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Fonte: Propria.

Na andlise de dados, a distancia euclidiana pode ser utilizada para avaliar
a similaridade entre vetores, ou seja, entre os valores de uma variavel em
diferentes observagdes. Quanto menor for a distancia euclidiana entre dois
vetores, mais similar eles sdo. Pelo grafico de escore observou-se que as razdes
obtidas por GC/MS/MS-MRM, num tratamento multivariado tipo PCA, foi capaz
de agrupar de separar as amostras de Sergipe (Samples A, B e D) da amostra
de Alagoas (Sample C). De modo semelhante ao observado para o tratamento
multivariado com os dados obtidos por GC/MS-SIM, as amostras do tambor
(Sample T) e do derramamento (Sample 2) ndo possuem relacdo com as
oriundas da bacia SE-AL. Ademais, considerando que a PC 1 explica a
similaridade/dissimilaridade de 60% do conjunto de variaveis selecionadas, a
distancia euclidiana observada no eixo da PC1 entre as amostras Sample T e

Sample 2 € um indicativo de correlagéo entre as amostras.

O grafico de pesos da PC 1 apresentado na Figura 25 mostra que a

separagdo no eixo “X” € ocasionada principalmente pelas razdes de
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biomarcadores H31/H30 e C29BBS/C29BBR (positivamente), e as razdes Ts/Tm,
Ts/(Ts+Tm), C27aa(S+R)/C2raa(S+R)+C27BB(S+R), C28BBS/C28BBR e %C2raaR
(negativamente) as quais podem, subsequentemente, ser agrupadas em trés
pardmetros geoquimicos: aporte de matéria orgéanica, evolugdo térmica e

paleoambiente de deposigéao.

Figura 25. Grafico de pesos da PC 1 para razGes de biomarcadores obtidas via
MRM.
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Fonte: Propria.

A partir dos pesos observado na PC 1, considerando o aporte de matéria
organica para as amostras dos Oleos da bacia SE-AL, do tambor e do
derramamento, a razao de biomarcadores %C27aaR apontou que as amostras
Sample T e Sample 2 possuem contribuigcbes de matéria organica similares, com
predominéncia de matéria organica terrigena, e menor contribuicdo de matéria
organica marinha advinda do aporte de zooplanctons. Analisando a evolugéo
térmica, os indicadores C29BBS/C29BBR, Ts/Tm, Ts/(Ts+Tm), C2sBRS/C2sBBR
mostraram que as amostras Sample 2 e Sample T passaram por processos de

evolucdo térmica parecidos. Comparando as amostras Sample T e Sample 2
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com as amostras da bacia SE-AL viu-se que as amostras Sample A, B, Ce D

apresentaram maior grau de evolucédo térmica.

Com relacédo ao paleoambiente deposicional, o indicador H31/H30 foi til
na discriminacao entre ambientes de deposi¢do marinha e lacustre. Ao contrario
dos dleos brutos de rochas de origem lacustres, 6leos de xisto marinho, rochas
carbonaticas, e rochas de origem marga mostram geralmente valores de
H31R/H30 superior a 0,25. Os valores obtidos para esta razdo (Tabela 6)
variaram de 0,12 a 0,31, aonde as amostras Sample 2 e Sample T apresentaram
valores superiores a 0,25. Portanto, em contraste com os 6leos brutos da bacia
de SE-AL, os Oleos do derramamento e do tambor apresentaram origem em

ambiente carbonatico marinho, xisto ou marga [22,142].

Com relacédo ao gréfico de pesos da PC 2 apresentado na Figura 26, este
mostrou a discriminagdo das amostras a partir da separagdo no eixo “y”.
Observou-se que esta foi ocasionada, principalmente, pelas razdes
DIA270fB/DIA27B3a+Dia27aB, DIA28 af/DIA28Ba+Dia28 af e %C29aaR
(positivamente), e negativamente pelas razdes de biomarcadores H32S/H32R,
C27BB(R+S)/C29BB(R+S), H32S/(H32R+H32S) e indice de Oleanano (%O0l),
calculado por OL/(OL+H30). As razbes de diacolestanos (DIA27),
diaestigmastano (DIA28) foram tabuladas nesse material para fins de correlacéo
Oleo-0leo, j& as demais mencionadas puderam ser agrupadas em dois

parametros geoquimicos: evolucdo térmica e aporte de matéria organica.

Avaliando a diferenciacdo da evolucao térmica, via PC 2, pelo indicador
H32S/H32R+H32S, tém-se que durante a maturacdo, os valores da razao
aumentam de 0, quando ha apenas o isbmero R, para aproximadamente 0,6
(0,57-0,62), quando é alcancado um equilibrio entre as concentracbes dos
isdmeros presentes, indicando equilibrio de maturidade [122]. Para as amostras
de O6leo coletadas nas praias dos estados de Pernambuco e Sergipe,
representada pela amostra Sample 2, o valor dessa razao foi de 0,631, proximo
da faixa de equilibrio de maturidade, indicando o 6leo € maduro. Com relagéo as
amostras dos 0leos da bacia SE-AL e do tambor, essas ficaram entre 0,58 e
0,61, todos dentro ou muito proximos da faixa de equilibrio de maturidade.

Observa-se, nesse eixo que as amostras Sample T e Sample 2 encontram-se
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separadas, desse modo, vé-se que a amostra Sample 2 € mais evoluida

termicamente que a amostra Sample T.

Figura 26.Grafico de pesos da PC 2 para razdes de biomarcadores obtidas via
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Fonte: Propria.

Com relacdo a diferenciacéo de contribuicdo de matéria orgéanica, via PC
2, observa-se que os indicadores %C29aaR e 0 %0l sdo os responsaveis por
separar as amostras Sample T e Sample 2. Acerca desses indicadores, observa-
se que ambas as amostras apresentaram maior contribuicdo de matéria organica
terrestre advinda de plantas superiores em sua génese. Contudo, observou-se
uma maior contribuicdo desse tipo de matéria organica na amostra T. Com
relacdo ao Oleanano, como ja discutido no modo SIM, trata-se de um marcador
especifico, e, portanto, sua existéncia isolada indica que o aporte de matéria
organica foi de plantas superiores (angiospermas) durante a deposicdo de
matéria organica, juntamente com variacdes nas entradas de matéria organica
terrigena durante a deposicdo das rochas geradoras desses Oleos
[5,12,142,143].
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Assim como observado para o resultado das razbes de biomarcadores via
GC/MS-SIM, as razdes obtidas via MRM indicaram a mesma conclusao parcial,
ou seja, as amostras do derramamento ndo apresentaram similaridade com as
amostras de SE-AL, e numa avaliacdo comparativa conjunta (éleos de SE-AL e
0leo do tambor), assemelhou-se mais a amostra do tambor (Sample T). Portanto,
para uma andlise inequivoca de similaridade, prosseguiu-se para avaliacdo
univariada para averiguar se ha correlacdo positiva a partir dos dados obtidos
por GC/MS/MS-MRM.

4.3.2 Comparacdo dos perfis de esteranos e hopanos obtidos por

GC/MS/MS-MRM para os 6leos do tambor e do derramamento

Adaptando o método proposto pela CEN, e utilizando do método de
caracterizacdo geoquimica de 6leos brutos proposto por Prata (2016), as
amostras foram avaliadas de acordo com os perfis e razbes de biomarcadores
obtidos por GC/MS/MS-MRM.

Inicialmente, foram comparados os perfis dos biomarcadores
identificados. Os perfis dos esteranos (Figura 27) mostraram a presenca dos
mesmos compostos biomarcadores para os esteranos Cz7 a Cso, contudo as
intensidades individuais de cada biomarcador variaram consideravelmente
quando comparadas as duas amostras (6leo do derramamento = Sample 2; 6leo
do tambor = Sample T). Dentre os compostos analisados, os pertencentes aos
esteranos Czg9 apresentam maior similaridade entre as duas amostras, enquanto

gue os esteranos Cso foram os mais dissimilares.

Com relagcéo aos hopanos, (Figura 28), complementarmente ao que foi
visto para os esteranos, também foi detectada a presenca dos mesmos
biomarcadores, contudo, com intensidades diferentes. Ao avaliar os perfis dos
hopanos foi verificada que as similaridades entre os perfis foram maiores que as
encontradas para os compostos da classe dos esteranos. Os hopanos Cazo, Ca1
e Cs2 mostraram perfis semelhantes. Ja os hopanos Cz27 e C29 foram os que

apresentaram maior dissimilaridade.

Desta forma, considerando as amostras do derramamento (representada

pela amostra Sample 2) e amostra Sample T como dois conjuntos, e que 0s



75

biomarcadores sdo os elementos de cada conjunto, pode-se inferir que a maioria
dos elementos da amostra Sample T esta contida na maioria dos elementos da
amostra Sample 2, ou seja, a maioria dos elementos da amostra Sample T
também € elemento da amostra Sample 2. Desta forma, embora sejam
observadas diferencas entre os perfis, foi observado a necessidade de tabular e
comparar as razdes de biomarcadores de ambas as amostras para elaboracéo

de uma concluséo parcial.
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Figura 27. Cromatogramas expandidos dos esteranos representativos para as amostras do derramamento (Sample 2) e do tambor
(Sample T).
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Figura 28. Cromatogramas expandidos dos hopanos representativos para as amostras do derramamento (Sample 2) e do tambor
(Sample T).
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4.3.3 Comparacédo univariada das raz6es de biomarcadores obtidas por
GC/MS/MS-MRM

ApGs avaliagédo visual dos perfis de biomarcadores, foi observado que as
amostras apresentaram maiores semelhancas nos perfis dos compostos tipo
hopanos que entre os compostos tipo esteranos. Com a finalidade de quantificar
o nivel de similaridade, foi efetuado um tratamento estatistico univariado de igual
forma ao executado para as razdes de biomarcadores obtidas pelo modo SIM.
Para essa avaliacdo, foram utilizados os mesmos parametros de correlacao
utilizados para o modo SIM, DPR menor que 10% e diferenca absoluta inferior a

diferenca critica (DA < DC). Os resultados encontram-se na Tabela 7.
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Tabela 7. Comparacédo entre as amostras do derramamento e do tambor por MRM.

Sample Sample Diferenca Diferengca Hansen et

Razao diagnostica 5 T Média DPR% Absoluta  Critica al (2007) DPR < 10%
Ts/Tm 0,888 0,731 0,810 14%  16% 11% NAO NAO
Ts/(Ts+Tm) 0,470 0,422 0,446 8% 5% 6% SIM SIM
H29/H30 0,473 1,044 0,758 53% 57% 11% NAO NAO
MOR30/H30 0,015 0,040 0,028 63% 2% 0% NAO NAO
GAM/H30 0,035 0,039 0,037 8% 0% 1% SIM SIM
H31S/H31R 1,544 1,693 1,619 7% 15% 23% SIM SIM
H32S/H32R 1,710 1,588 1,649 5% 12% 23% SIM SIM
C30Diahop/H30 0,046 0,035 0,041 19% 1% 1% NAO NAO
H31R/H30 0,311 0,301 0,306 2% 1% 4% SIM SIM
Esteranos/Hopanos 1,288 0,622 0,955 49%  67% 13% NAO NAO
C2900S/(C2000S+C2000R) 0,522 0,434 0,478 13% 9% 7% NAO NAO
C27BB(R+S)/C29BB(R+S) 0,919 0,546 0,733  36% 37% 10% NAO NAO
C2700S/C27aaR 1,425 0,933 1,179 30%  49% 17% NAO NAO
C2800S/C2sa0R 1,138 1,135 1,137 0% 0% 16% SIM SIM
C2000S/C2900S 1,091 0,767 0,929 25%  32% 13% NAO NAO
1SO30S/1ISO30S+ISO30R 0,220 0,550 0,385 61%  33% 5% NAO NAO
DIA27aB/DIA27Ba+Diazzaf 0,041 0,270 0,156 104% 23% 2% NAO NAO
C270aS/C27a0R 1,425 0,933 1,179 30%  49% 17% NAO NAO
C27BBS/C27BRR 1,031 0,999 1,015 2% 3% 14% SIM SIM
C27a0(S+R)/C270a(S+R)+C27BB(S+R) 0,485 0,535 0,510 7% 5% 7% SIM SIM
DIA2sap/DIAzsBa+Diazsaf 0,172 0,216 0,194 16% 4% 3% NAO NAO
C2800S/C2sa0R 1,138 1,135 1,137 0% 0% 16% SIM SIM
C2sBBS/C2sBBR 0,091 0,101 0,096 7% 1% 1% SIM SIM
C2800(S+R)/C2s0a(S+R)+C28BB(S+R) 0,560 0,581 0,571 3% 2% 8% SIM SIM
DIA29S/DIA29R 1,882 1,397 1,640 21%  48% 23% NAO NAO

C290aS/C2900R 1,091 0,767 0,929 25% 32% 13% NAO NAO



Continuacéo da Tabela 7

C29BBS/C29BBR

H32S/(H32R+H32S)
C29BB(S+R)/(C29BR(S+R)+C200aa(S+R))
%0l = OL/(OL+H30)

%Gl = GAM/(GAM+H30)

%C27

%Co2s

%C29

Diasteranos/Esteranos

0,550
0,631
0,527
16%
3,4%
30,5%
32,8%
36,7%
0,175

0,567
0,614
0,526
5,1%
3,8%
31,3%
19,7%
49,0%
0,245

0,558
0,622
0,527
10,6%
3,6%
30,9%
26,3%
42,9%
0,210

2%
2%
0%
73%
7%
2%
35%
20%
23%

2%
2%
0%
11%
0%
1%
13%
12%
7%

8%
9%
7%
1%
1%
4%
4%
6%
3%

SIM
SIM
SIM
NAO
SIM
SIM
NAO
NAO
NAO

SIM
SIM
SIM
NAO
SIM
SIM
NAO
NAO
NAO
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Considerando apenas os biomarcadores correspondentes em ambas as
amostras, pode-se inferir que, com relacdo a evolucdo térmica, o0s
biomarcadores Ts/(Ts+Tm), H31S/H31R, H32S/H32R, C2s0aS/C2s00R e
H32S/(H32R+H32S) e C29BB(S+R)/(C29BR(S+R)+C200a(S+R) indicaram que as
amostras do tambor e do derramamento séo oriundas de rochas geradoras que
atingiram o equilibrio de maturidade para a geracdo de hidrocarbonetos
[132,144,145]. Ademais, o indice de Gamacerano (%Gl) entre 3% e 4% indica
variacbes das condicdes de estratificacdo na coluna de agua, o que é
caracteristico de rochas calcarias marinhas ou deltaicas [31,146]. Corroborando
essa informacgéo, a razdo H31/H30 com valores de 0,301 e e 0,311 para as
amostras do tambor e do derramamento, respectivamente, indicaram que 0s
Oleos do derramamento e do tambor apresentaram origem em ambiente

carbonatico marinho, xisto ou marga.

Com relacao ao aporte de matéria organica, embora seja observado que
a razéo %C27 seja positivamente correlacionada, o que indicou uma contribui¢cao
semelhante de biomassa marinha oriunda de zooplancton, observa-se que a
maior contribui¢do foi do esterano Ca29. Assim, tratam-se de amostras com aporte
de matéria organica mista, com maior contribuicdo de matéria organica terrestre.
E, corroborando essa informacéo, o indice de Oleanano (%0Ol), que é um
importante biomarcador derivado de plantas terrestres, indicou um aporte de
matéria organica relacionado aos sedimentos do periodo Cretdceo Médio/Latino

[122,144].

Considerando todos os dados contidos na Tabela 7 observou-se que das
35 razGes de biomarcadores avaliadas, 16 foram correspondentes (45,7%).
Resultado distinto do observado pelo modo SIM. Han et al. (2020) ja haviam
mostrado que ha uma diferenca na quantificacdo de biomarcadores de petréleo
por SIM e MRM, pois, 0 MRM mostrou-se mais preciso devido a diminuicdo da
relacdo sinal/ruido e aumento da seletividade [13]. Nesse sentido, considerando
os resultados do tratamento univariado realizado com os dados adquiridos por
MRM, observou-se que a relacdo de similaridade passou a ser inconclusiva,
diferentemente da concluséo obtida pelos dados obtidos pelo modo SIM, em que
constatava que a relacao de similaridade entre a amostra do derramamento em

comparacao com a do tambor era inexistente.



82

4.4  Caracterizacdo e comparacao das amostras por EDX

As razdes entre alguns elementos traco séo utilizadas como um indicador
para 0 ambiente de deposicdo de rochas geradoras, além disso, tém sido
utilizadas para investigar correlagfes entre amostras de 6leos em abordagens
forenses. Ademais, mesmo sob condi¢des severas de intemperismo, eles néo
apresentam varricbes significativas, fazendo-os, assim, semelhante aos
esteranos e hopanos, no que diz respeito a resisténcia e intempérie no ambiente
marinho [12,147-149].

Dentre estes elementos, as propor¢cbes de porfirinas de niquel (Ni) e
vanadio (V) sédo usadas como um parametro de fonte em correlacdes 6leo-6leo
e rocha geradora-6leo. O vanadio e o niquel sdo os principais metais do petroleo,
mas nao fazem parte dos precursores oriundos dos organismos vivos. Esses
metais entram na estrutura da porfirina por complexacao durante a etapa inicial
da diagénese, e o ambiente de deposicdo € a principal influéncia sobre as suas
respectivas propor¢cdes relativas [5,19,31]. Além disso, as razBes V/Ni ou
V/(Ni+V) em conjunto com o teor de enxofre (%S) permitem determinar as
condicOes de paleo-redox ou de biodegradacéo [19].

A determinacdo das concentracdes de niquel e vanadio, bem como o teor
de enxofre, foram realizadas para todas as amostras em duplicata, incluindo os
resultados das amostras dos principais campos produtores de 6leo bruto de SE-
AL, e encontram-se na Tabela 8. Ao comparar as amostras do derramamento,
observou-se que elas corroboram o que fora exposto até aqui, ou seja, que sao
oriundas da mesma fonte, uma vez que suas raz0es de biomarcadores sao
equivalentes, incluindo as razdes V/Ni e V/(Ni+V), bem como o percentual em

massa de enxofre (%S).

Considerando as faixas de concentracdo dos Oleos do derramamento
para os elementos Vanadio e Niquel, 92,52 — 106,99 ppm e 12,07 — 15,10 ppm,
respectivamente, foi observado que a amostra do tambor se encontra dentro da
faixa para o niquel e com um DPR de 3 a 13% em relac&o aos valores minimos
e maximos detectados para o vanadio. Com relacdo ao teor de enxofre, as
amostras do derramamento apresentaram valores entre 0,75% e 0,84%, deste
modo, a Sample T também esta préxima da faixa destacada, apresentando DPR
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de 4 a 8% com relacdo aos valores minimo e maximo. Vale ressaltar que em
nada se assemelham as amostras de Sergipe as do derramamento ou a amostra
de Oleo Sample T, por essa técnica, excecdo o teor de enxofre da amostra

Sample T que é similar ao conteudo de enxofre na amostra Sample D.

Tabela 8. Faixas de concentracao das razées V, Ni (ppm), S (% em massa), V/Ni

e V/( Ni+V) nos 0Oleos estudados.

PARAMETROS E RAZOES DE BIOMARCADORES?

AMOSTRA V (ppm) Ni (ppm) V/Ni V/(V+Ni) %S
Sample 1 10559+1,89 14,10+1,39 752+752 0,88+0,88 0,82+0,01
Sample 2 92,52 + 0,68 12,07+0,64 7,68+0,35 0,88+0,00 0,84+0,02
Sample 3 106,99+1,09 15,10+0,66 7,09+0,24 0,88+0,00 0,75+0,00
Sample T 111,34+0,20 1483+1,07 753+056 0,88+0,01 0,71+0,01
Sample A ND ND NE NE 0,23+0,01
Sample B ND 14,74 + 0,48 NE NE 0,45+0,01
Sample C ND 11,78 + 0,04 NE NE 0,07 £0,10
Sample D ND 15,92 + 1,29 NE NE 0,69 +0,01

*ND = ndo detectado pela andlise; *NE = N&o Executado; 2 analise em duplicata

Avaliando os dados das razdes V/(V+Ni) e %S pelo diagrama de Lewan
(1984), mostrado na Figura 29, observou-se que os 6leos incluidos no regime 2
inclui os éleos do derramamento e do tambor (V/(V+Ni) > 0,1 e < 0,9; e S< 1%).
Os 6leos dentro deste regime estéo associados a deposi¢cédo de matéria organica
marinha-terrestre em ambiente hipoxico/subdxico, corroborando o diagndéstico
da razdo Pr/Ph dos 6leos do derramamento. Os 6leos de Sergipe ndo foram
agrupados no grafico devido a impossibilidade de célculo da razdo em questao

dada a auséncia do elemento vanadio em seus 6leos.
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Figura 29. V/(V+Ni) versus teor de enxofre (% em massa). Nota: | (6xico
terrestre), 1l (marinho-terrestre hipoxico-suboxico) e Il (andéxico marinho
carbonato).
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Fonte: Propria.

Desta forma, por esta técnica, propde-se que as amostras do
derramamento e do tambor compartilham condi¢cdes de formacao similares no
que diz respeito as condi¢cdes de paleoambiente deposicional e contribuicdo de

matéria organica.

4.5 Avaliacdo de similaridade/dissimilaridade das amostras dos 6leos da
bacia SE-AL, do tambor e do derramamento por
H-ESI(+)-FT-Orbitrap MS

Com a finalidade de determinar a aplicabilidade da técnica
H-ESI(+)-FT-Orbitrap MS para a correlagdo de 6leos, inicialmente, foi feito o
controle de qualidade dos dados [150]. Com relacdo a qualidade dos dados,
foram detectadas entre 12-17 mil ions moleculares, dos quais ~7800 ions
moleculares (~42%, em média) tiveram as férmulas moleculares atribuidas.
Dentro desse conjunto, aproximadamente 3000 formulas moleculares (~50%,
em meédia) apresentaram relacao sinal/ruido superior a 3 (S/N > 3) com erros
menores que 3 ppm. Com relacdo ao erro associado a determinacdo da
composicdo molecular, foi observado que mais de 50% dos dados foram
constituidos por férmulas moleculares com erro de atribuicdo menor que +1 ppm

(~1700 formulas moleculares).
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Tabela 9. Controle de qualidade dos dados obtidos por H-ESI(+)-FT-Orbitrap MS para as amostras dos 6leos da bacia SE-AL, do
tambor e do derramamento

Parametro Sample A SampleB SampleC SampleD SampleT Samplel Sample2 Sample3
ions detectados 16772 13710 15443 15515 12010 14430 14647 14320
fons atribuidos 8173 7483 7579 8047 7214 7983 8268 8072
S/IN >3 4000 3847 3836 4096 3013 2436 2467 2649
Erro <£3 ppm 477 327 287 400 354 352 287 340
Erro < +2 ppm 1487 1305 1490 1512 1178 910 921 998
Erro <1 ppm 2036 2215 2059 2184 1481 1174 1259 1311
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45.1 Tratamento multivariado para andlise de similaridade entre as
amostras dos 6leos da bacia SE-AL, do tambor e do derramamento
a partir dos dados obtidos por H-ESI(+)-FT-Orbitrap MS.

ApGs o controle de qualidade das férmulas quimicas atribuidas para os
ions moleculares detectados nas amostras dos Oleos da bacia SE-AL, do tambor
e do derramamento, foi efetuado um pré-processamento do conjunto de dados
e subsequente andlise multivariada via HCA e PCA para avaliacdo de
similaridade/dissimilaridade  mediante uso dos dados obtidos por
H-ESI(+)-FT-Orbitrap MS. A analise estatistica foi feita considerando cada a
massa nominal de Kendrick com sua abundancia absoluta em cada espectro de
massa como uma variavel diferente [151]. Para andlise de similaridade via HCA,
os critérios adotados foram o quadrado da distancia euclidiana e o método de
grupo de pares ndo ponderados com subtracdo da média aritmética também
conhecido como agrupamento de ligacdo média. Além disso, a escala vertical foi
normalizada para 100% [110]. Assim, quanto menor for o percentual de
dissimilaridade observado, maior sera a similaridade entre as amostras

comparadas.

No grafico de HCA, Figura 30, considerando o maximo de dissimilaridade
para o0 conjunto como sendo 100%, 3 conjuntos foram formados a partir da
andlise exploratéria dos dados referentes a distribuicdo da massa nominal de
Kendrick para os compostos polares basicos das amostras dos 6leos da bacia
SE-AL, do tambor e do derramamento. Um conjunto formado pela amostra
Sample C, outro formado pelas demais amostras da bacia SE-AL (Sample A, B
e D) e o outro formado pelas amostras Sample T e do derramamento
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Figura 30. Dendrograma obtido a partir das férmulas moleculares atribuidas

para as amostras dos 6leos da bacia SE-AL, do tambor e do derramamento
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Fonte: Propria.

No tocante as relacbes de similaridade e dissimilaridade verificadas por
HCA, foi observado que as amostras do derramamento possuem uma relacao
de similaridade com a amostra do tambor. Ainda dentro desse conjunto, ao
considerar o segundo nivel hierarquico, foi possivel separar as amostras que
foram encontradas em Sergipe da que foi encontrada em Pernambuco. E ao
considerar o terceiro nivel hierarquico em relacdo ao conjunto das amostras do
derramamento, a amostra Sample T foi agrupada com um valor de
dissimilaridade préximo a ~17%, ou seja, ~83% de similaridade considerando a
distancia euclidiana normalizada. Além disso, pela analise multivariada, foi
verificado que a dissimilaridade entre as amostras do derramamento e do tambor
em relacéo as de SE-AL foi ~60% para as amostras Sample A, D e B e de 100%
para a amostra Sample C.

A partir da analise multivariada por PCA, Figura 31, em que os dois eixos
correspondem aos dois primeiros componentes principais (PC 1 e 2), a PC 1

respondeu o equivalente a cerca de 90% da variancia explicada e a PC 2 cerca
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de 5%. Portanto, a variancia total dos dois componentes responde por 95% da

variacdo dos dados originais.

Figura 31. Grafico de escores elaborado a partir das distribuicdes de NKM das
amostras dos 6leos da bacia SE-AL, do tambor e do derramamento obtidas por
H-ESI(+)-FT-Orbitrap MS.
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Fonte: Propria.

A andlise feita por PCA e HCA produzem resultados semelhantes em
termos de separacdo e agrupamento. Com base no grafico PCA, é possivel
afirmar que as amostras Sample B e Sample D possuem uma composi¢céo
molecular de carater neutro e basico semelhante a da amostra Sample A. No
entanto, a amostra Sample C, que é conhecida por ser da mesma bacia, ndo
apresentou similaridade para esse conjunto de compostos. Essa constatacao
pode ser explicada pelo fato da amostra Sample C ser oriunda da porcéo

alagoana da bacia SE-AL.
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Embora a amostra Sample B tenha sido extraida na mesma area
geografica das amostras Sample A e D, ela foi exibida em um quadrante
diferente no grafico PCA. Essas diferencas podem estar associadas ao aporte
de matéria organica dessas amostras, que podem ter tido contribuicdes

diferentes, conforme € mostrado no diagrama ternario para distribuicdo dos

esteranos regulares na Figura 20 [151].

A analise multivariada feita a partir dos dados obtidos por
H-ESI(+)-FT-Orbitrap MS mostrou-se eficaz na determinagéo de similaridade
entre as amostras do derramamento e do tambor, especialmente considerando
o eixo x (PC 1), que responde isoladamente a quase 90% das variaveis. A
pequena distancia observada no eixo da PC 1 é uma forte evidéncia de que as
amostras apresentam composi¢cdes moleculares de natureza polar basica
semelhantes. Para determinar as caracteristicas quimicas das amostras e
identificar suas diferencas, foram elaborados gréaficos de analise molecular para

todas as amostras envolvidas.

4.5.2 Caracterizagdo das amostras do derramamento e dos Oleos da
bacia SE-AL, do tambor via andlise grafica dos dados obtidos por
UHRMS

A andlise de 6leo bruto por UHRMS é um dos principais desafios, pois
milhares de ions sao detectados em um Unico arquivo bruto e, portanto, a analise
individual de cada composto detectado, como € feito com os dados de GC/MS e
GC/MS/MS, demandaria muito tempo. Assim, a melhor forma de visualizar os

conjuntos de dados obtidos por essa técnica seria via analise grafica.

Dentre eles, os graficos mais comuns para visualizacdo de dados sao os
gréaficos de histograma de classe, os diagramas de DBE vs numero de carbono,
os graficos de van Krevelen e os diagramas de Kendrick [150]. Assim, apos
avaliacdo da qualidade dos dados, os gréficos de histogramas de classe (Figura
32 e Figura 33) e os diagramas de Kendrick (contendo todas as classes contidas
no histograma), apresentados na Figura 34, foram gerados para caracterizacao

das amostras.
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Ao avaliar o histograma de classe das amostras do derramamento Figura
32, observou-se que algumas classes néo foram detectadas para todos os 0leos,
como as classes 01S1 02S1 e O1. No entanto, as classes majoritarias foram as
mesmas em todas as amostras (N1, N1S1, Oz, O1N1S1 e O1N1). Esse resultado €
consistente com os descritos por Reddy et al. (2022), que também detectaram
todas as classes, exceto a classe Os, quando analisaram amostras do
derramamento em outras regides do litoral nordestino por ESI(+)-FT-ICR MS.
Com base na maior presenca de classes comuns entre as amostras do
derramamento, a Sample 3 foi selecionada como representante para
comparacdo com as amostras em investigacdo em relacdo a distribuicdo de
classes, conforme apresentado no histograma de classes na Figura 33. Essa
abordagem permitiu uma melhor comparacao entre as amostras, fornecendo
informacdes valiosas sobre sua composi¢do quimica e ajudando a identificar

possiveis fontes de origem.

Figura 32. Histograma de classes das amostras do derramamento obtidos por
H-ESI(+)-FT-Orbitrap MS.
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Fonte: Propria.

Ao avaliar os histogramas de classe das amostras do derramamento
(representada pela Sample 3) em comparag¢ao com os histogramas obtidos para

os Oleos da bacia SE-AL, Figura 33, foi observado que dentre as cinco classes
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majoritarias descritas para a amostra do derramamento (N1, N1S1, O3, OiN1 e
0O1N1S1, em ordem decrescente de intensidade), apenas a classe N1 seguiu a
ordem observada. Além disso, ndo foi identificada a presenca da classe N1S:

(segunda classe majoritaria) nas amostras da bacia SE-AL.

Com relagédo a amostra Sample T, foi observado que as amostras do
derramamento e ela apresentaram as mesmas classes majoritarias (N1, N1S1, O3
e O1N1). Entretanto, para a amostra Sample T foi visualizada uma inversao da
segunda e terceira classe majoritaria (N1S1 e Os) em comparacdo as amostras
do derramamento. Além disso, dentre as classes comuns aos o6leos do
derramamento, apenas as classes O1N1S:1 e O4 ndo foram detectadas para a

amostra do tambor.

Figura 33. Histograma de classes das amostras da bacia SE-AL, do tambor e do
derramamento (representadas pela Sample 3) obtidos por
H-ESI(+)-FT-Orbitrap MS.
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Fonte: Propria.

Uma outra abordagem utilizada para determinar a correlagdo entre os
dados obtidos por H-ESI(+)-FT-Orbitrap MS foi a comparagao dos diagramas
de Kendrick. Essa técnica € baseada na ideia de que compostos com a mesma
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composicdo (N, O, S) e o mesmo numero de DBE (quantidade de anéis e/ou
ligacdes duplas), mas numeros diferentes de unidades CHz, serdo diferentes no
diagrama de Kendrick e identificados como membros de uma série homoéloga.
No entanto, os membros de uma série homodloga terdo o mesmo defeito de
massa Kendrick (KMD) que € exclusivo dessa série. Por exemplo, compostos
contendo um atomo de oxigénio em sua composicao (classe O1) terdo um KMD
caracteristico para essa classe, enquanto compostos contendo dois atomos de

oxigénio (classe O3) terdo outro KMD exclusivo para essa classe [94].

A comparacdo dos diagramas de Kendrick permite uma melhor
visualizacao da distribuicdo dos compostos nas diferentes classes, possibilitando
a identificacdo de padrdes que podem indicar a origem e a natureza dos
compostos presentes nas amostras. Essa abordagem é (til para a identificacdo
de séries homdélogas, bem como para a detec¢cdo de possiveis contaminacdes
ou adulteracdes nas amostras em estudo [84]. Dessa forma, por entender que o
perfil observado em um diagrama de Kendrick é exclusivo para cada 6leo, o seu
uso como ferramenta de correlacdo 6leo-6leo pode ser mais eficiente que as
demais formas de visualizacdo dos dados de UHRMS. Assim, os graficos de
NKM vs KDM foram gerados a partir dos dados obtidos por
H-ESI(+)-FT-Orbitrap MS e estdo apresentados na Figura 34.
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Figura 34. Comparacao dos diagramas de Kendrick entre as amostras de Oleos da bacia SE-AL, do tambor e do derramamento
obtidos por H-ESI(+)-FT-Orbitrap MS.

0,5+ 100 0,51 100 0,5- 100 0,5+ 100
Sample 1 Sample 3 Sample A Sample D

041 S 0,41 S g 0,41 <
g g g g
£ = g g
g 0,34 § a 0,3 é a 034 E o 0,34 E
X g s 2 g < g
0,24 & 0,21 kS 0,21 £ 0,2 K]
2 z 2 2
0,11 £ 0,11 g ol = 0.1 E

0,0 ; ———— . 0 0 , —— : 0 0,0 ; — : 0 0,0 — ——

0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
KNM KNM KNM KNM
0,5+ 100 0,5+ 100 0,51 100 0,5+ 100
Sample 2 Sample T Sample B Sample C

041 S 041 € o4 S 041 S
K] g £ £
A 03] g o 03] B L 034 5 4 03 5
S € 2 S 2 S 2 S
¥ 021 g X 02 g ¥ 02 8 X 02 E
ks S he b
z 2 2 2
0,11 g 0,11 g 0,14 g 0,11 g

0,0 v v : v : : 0 0,0 T v v v : : 0 0,0 T T T T : : 0 0,0 " v . . : .

0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
KNM KNM KNM KNM

Fonte: Propria.



94

Ao avaliar os graficos de distribuicdo de Kendrick para o conjunto de
amostras da bacia SE-AL, foi possivel observar perfis distintos para cada
amostra. A amostra Sample A apresentou uma distribuicdo de NKM variando de
200 a 1100 e KDM entre 0,04 e 0,49, sendo que a regido de maior intensidade
se encontrou na faixa de NKM entre 260 e 540 e KMD entre 0,08 e 0,24. Ja a
amostra Sample B apresentou uma distribuicdo de NKM variando de 200 a 1160
e KDM entre 0,040 e 0,46, com a regido de maior intensidade na faixa de NKM
entre 290 e 490 e KMD entre 0,09 e 0,15. As amostras Sample C e D
apresentaram a mesma faixa de NKM (entre 200 e 1200) e KMD (0,04-0,47),
porém, com regibes de maior intensidade diferentes. A amostra Sample C
apresentou a maior intensidade na faixa de NKM entre 305 e 560 e KDM entre
0,08 e 0,40, enquanto a amostra Sample D apresentou a maior intensidade na
faixa de NKM entre 330 e 550 e KDM entre 0,93 e 0,16.

Para as amostras do derramamento, foi constatado que as amostras
Sample 1, Sample 2 e Sample 3 apresentaram um perfil similar com NKM
variando de 200 a 1180 e KMD entre 0,039 a 0,46. Além disso, as regides de
maior intensidade, destacadas pelas zonas em vermelho-alaranjando (NKM
entre 390 e 640; KMD entre 0,09 e 0,18), também foram as mesmas para esse
conjunto de amostra. Com relacdo a amostra suspeita Sample T, constatou-se
que a distribuicio de NKM (200-1160) foi semelhante as amostras do
derramamento. No entanto, foi observado que essa amostra apresentou menor
aromaticidade, pois a faixa de KDM é ligeiramente menor (KDM entre 0,04 e
0,40). A regido de maior intensidade para a Sample T foi visualizada na faixa de
NKM entre 421 e 630 e KDM entre 0,08 e 0,14, semelhante & observada nas

amostras do derramamento.

A analise comparativa das amostras do derramamento e da bacia SE-AL
mostrou diferencas nitidas e significativas. A amostra Sample A apresentou uma
massa molecular mais leve em 180 Da quando comparada as amostras do
derramamento. Ja para a Sample B, embora as distribuicbes de NKM e KMD
fossem semelhantes, a regido mais intensa era composta por moléculas com
uma massa molecular mais leve, com uma diferenga de cerca de 150 Da. Nas

amostras Sample C e Sample D também foi observada uma diferenca de
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aproximadamente 100 Da na regido dos compostos mais intensos. Em geral, as
amostras do derramamento apresentaram uma regido mais intensa constituida
por compostos de maior massa molecular. Estes dados sé@o consistentes com as
técnicas anteriores utilizadas e reforcam a hipotese de que as amostras do
derramamento possuem uma composicdo quimica diferente daquelas

encontradas na bacia SE-AL.
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5 CONCLUSAO

Com base na metodologia multinivel proposta foi possivel determinar
inequivocamente a relacdo de similaridade entre as encontradas no litoral de
Sergipe, provando que todas sdo oriundas de um unico evento. Ademais, a
metodologia também foi capaz de descartar completamente a possibilidade de

gue os Oleos da bacia de SE-AL pudessem ter contribuido para o desastre.

Com relacdo ao conteudo do Tambor, a presenca do biomarcador
especifico 18a(H)-oleanano e a similaridade de ~45% determinada a partir das
razdes diagndsticas obtidas por GC/MS/MS-MRM; bem como a similaridade
observada para a composicdo molecular dos compostos polares determinada
por H-ESI(+)-FT-Orbitrap MS, ambas confirmadas por andlise estatistica
multivariada, com destaque para a analise por HCA que apresentou ~83% de
similaridade, provaram inequivocamente que o conteuddo do Tambor possui
aspectos geoquimicos semelhantes aos das amostras do derrame,
principalmente no que diz respeito a evolucdo térmica e ao tipo de matéria

organica depositada.

Considerando a data de saida do Tambor (17/02/2019) e a data em que
surgiu as primeiras manchas de 6leo na costa nordestina, pode-se afirmar que o
derrame tenha ocorrido entre fev/2019 e ago/2019. Desconsiderando a hipétese

gue o 6leo seja oriundo de um navio que afundou em meados do século passado.

Portanto, esta tese demonstrou a necessidade de uma metodologia
multicamada atualizada para estudos deste tipo de caso, uma vez que a
metodologia classica CEN em 3 camadas, teria descartado a relagdo do 6leo do
derrame com o Oleo presente no Tambor, entretanto, ao utilizar metodologias e
técnicas mais atuais, que ultrapassam as barreiras das metodologias classicas,
novas interpretagcbes sobre o caso foram levantadas, uma vez que novos
argumentos podem ser utilizados para reintroduzir o Tambor dentro das

investigacoes federais.
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ANEXOS

ANEXO 1. Tambor encontrado no litoral sergipano em setembro de 2019.
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ANEXO 2. Cromatograma do ion m/z 191 descrito por Stout (2006) [12].
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ANEXO 3. Cromatograma dos ions m/z 217 e 218 descrito por Stout (2006) [12].
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ANEXO 4. Cromatogramas expandidos das amostras de petréleo no modo MRM com sua identificacdo por nimeros (ver Tabela 5

em ANEXO) para as transi¢cdes correspondente a familia de esteranos. Fonte: Prata (2016) [46].
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ANEXO 5. Cromatogramas expandidos correspondentes aos terpanos pentaciclicos (Hopanos) representativos para as amostras da

bacia de Sergipe/Alagoas (TM2) caracteristico de amostras marinhas e C10 representando amostras da bacia de Campos, Miranga

e Potiguar. Fonte: Prata (2016) [46].
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APENDICES

APENDICE 1. Comparac&o dos cromatogramas obtidos para as amostras dos
tambores via por GC/MS/MS-MRM monitorando a transi¢céo dos esteranos Coz.
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APENDICE 2. Comparacdo dos cromatogramas obtidos para as amostras dos

tambores via por GC/MS/MS-MRM monitorando a transicdo dos esteranos Cozs.
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APENDICE 3. Comparac&o dos cromatogramas obtidos para as amostras dos

tambores via por GC/MS/MS-MRM monitorando a transi¢éo dos esteranos Coo.
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APENDICE 5. Comparac&o dos cromatogramas obtidos para as amostras dos
tambores via por GC/MS/MS-MRM monitorando a transicdo dos hopanos Czz.
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APENDICE 6. Comparacg&o dos cromatogramas obtidos para as amostras dos

tambores via por GC/MS/MS-MRM monitorando a transicdo dos hopanos Coo.
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APENDICE 7. Comparacdo dos cromatogramas obtidos para as amostras dos

tambores via por GC/MS/MS-MRM monitorando a transicdo dos hopanos Cao.
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APENDICE 8. Comparac&o dos cromatogramas obtidos para as amostras dos

tambores via por GC/MS/MS-MRM monitorando a transicdo dos hopanos Cau.
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APENDICE 9. Comparac&o dos cromatogramas obtidos para as amostras dos

tambores via por GC/MS/MS-MRM monitorando a transicdo dos hopanos Czz.
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APENDICE 10. Comparativo das razdes de biomarcadores obtidas para os
Oleos dos tambores por C/MS/MS-MRM.
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Razao de biomarcadores Tonel Tonel RSD RSD <
SE RN (%) 10%
Ts/Tm 0.876295 0.75804 10 SIM
Ts/(Ts+Tm) 0.467035 0.431185 6 SIM
H29/H30 0.638189 0.701858 7 SIM
MOR30/H30 0.051705 0.050042 2 SIM
GAM/H30 0.051897 0.051098 1 SIM
H31S/H31R 1.774397 1.681458 4 SIM
H32S/H32R 1.412943 1.454746 2 SIM
C30Diahop/H30 0.032069 0.02027 32 NAO
H31R/H30 0.282882 0.26647 4 SIM
Esteranos/Hopanos 0.822079 0.621086 20 NAO
C2000S/(C290aS+C2900R) 0.474231 0.476362 0 SIM
C27BB(R+S)/C29BB(R+S) 0.551707 0.375429 27 NAO
C27a0aS/Cz27aa0R 1.003784 0.987097 1 SIM
C2s800S/C2sa0R 0.995569 1.102908 7 SIM
C2000aS/C2000S 0.901975 0.909715 1 SIM
DIA27aB/DIA27Ba+Diazzap 1.145105 0.832792 22 NAO
ISO30S/1ISO30S+ISO30R 0.634286 0.686667 6 SIM
C270aS/Cz2700R 1.637187 1.597468 2 SIM
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Continuacdo do APENDICE 10.

C27BBS/C27BBR 0.703273 0.626374 8 SIM
C2raa(S+R)/C270a(S+R)+C27BB(S+R) 0.243502 0.223903 6 SIM
DIA2sa3/DIAzsBa+Diazsaf 0.271007 0.302285 8 SIM
C28aaS/C2saaR 0.995569 1.102908 7 SIM
C2sBBS/C2sBBR 0.13517 0.23748 39 NAO
C280a(S+R)/C2s0a(S+R)+C2spBB(S+R) 0.536466 0.550996 2 SIM
C290aS/C200aR 1.134456 1.081009 3 SIM
C29BB(S+R)/(C29BB(S+R)+C20aa(S+R)) 0.187659 0.194758 3 SIM
C29BBS/C29BBR 0.604478 0.621906 2 SIM
H32S/(H32R+H32S) 0.585568 0.592626 1 SIM
C29BB(S+R)/(C29BB(S+R)+C20aa(S+R)) 0.555342 0.5739 2 SIM
%Gl = GAM/(GAM+H30) 0.049336 0.011506 88 NAO

%0l = OL/(OL+H30) 0.083073 0.078255 4 SIM

%C27 0.335343 0.29722 9 SIM

%Co2s 0.214784 0.214286 0 SIM

%C29 0.449873 0.488495 6 SIM

APENDICE 11. Relacéo de compostos esteranos identificados pelo GC/MS-

SIM.
Tr (Min) Cédigo Nome do composto
58.080 DIA27BaS C27 20S- 13B(H),17a(H)-diaesterano
58.837 DIA27BaR C27 20R- 13B(H),17a(H)-diaesterano
59.493 DIA270BS C27 20S- 13a(H),17p(H)-diaesterano
59.858 DIA27aBR C27 20R- 13a(H),17B(H)-diaesterano
61.649 C27S C27 20S- 5a(H), 14a(H),17a(H)-colesterano
62.503 C27BBS C27 20S- 5a(H), 14B(H),17B(H)-colesterano
62.790 Ca7R C27 20R- 5a(H), 14a(H),17a(H)-colesterano
63.669 C28S C28 20S- 5a(H), 14a(H),17a(H)-ergosterano
64.088 C2sBBR C28 20R- 5a(H), 14B(H),17B(H)-ergosterano
64.331 C2sBBS C28 20S- 5a(H), 14B(H),17B(H)-ergosterano
64.858 C2sR C28 20R- 5a(H), 14a(H),17a(H)-ergosterano
65.592 C20S C29 20S- 5a(H), 14a(H),17a(H)-estigmasterano
65.913 C29BBR C29 20R- 5a(H), 14B(H),17B(H)-estigmasterano
66.126 C29BBS C29 20S-5a(H),14B(H),17B(H)-estigmasterano
66.779 C29R C29 20R-5a(H),14a(H),17a(H)-estigmasterano




APENDICE 12. Cromatograma obtido por GC/MS monitorando o ion de m/z 217.
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APENDICE 13. Relacdo de compostos terpanos identificados pelo GC/MS-SIM.

Tr (Min) Caodigo Nome do composto

42.673 TR19 C19 terpano triciclico

43.694 TR20 C20 terpano triciclico

44.696 TR21 C21 terpano triciclico

46.012 TR22 C22 terpano triciclico

48.914 TR23 C23 terpano triciclico

50.385 TR24 C24 terpano triciclico

53.397 TR25 C25 terpano triciclico

60.473 TR28A C28 terpano triciclico (a)

60.768 TR28B C28 terpano triciclico (b)

61.835 TR29A C29 terpano triciclico (a)

62.188 TR29B C29 terpano triciclico (b)

63.064 Ts 18a(H),21B(H)-22,29,30-trisnorhopano
64.009 Tm 17a(H),21B(H)-22,29,30-trisnorhopano
66.013 H28 17a(H),18a(H),21B(H)-28,30-bisnorhopano
66.908 H29 17a(H),21B(H)-30-norhopano

68.015 M29 17a(H),21B(H)-30-norhopano (norMoretano)
68.349 oL 18a(H) and 18B(H)-Oleanano

68.687 H30 17a(H),21B(H)-hopano

68.884 NOR30 17a(H)-30-nor-29-homohopano
69.563 M30 17B(H),21a(H)-hopano (Moretano)
70.760 H31S 22S-17a(H),21B(H)-30-homohopano
71.011 H31R 22R-17a(H),21B(H)-30-homohopano
71.389 GAM Gamacerano

72.410 H32S 22S-17a(H),21B(H)-30,31-bishomohopano
72.738 H32R 22R-17a(H),21B(H)-30,31-bishomohopano
74.325 H33S 22S-17a(H),21B(H)-30,31,32-trishomohopano
14777 H33R 22R-17a(H),21B3(H)-30,31,32-trishomohopano
76.332 H34R 22S-17a(H),21B(H)-30,31,32,33-tetrakishomohopano
76.879 H34S 22R-17a(H),21B(H)-30,31,32,33-tetrakishomohopano

78.302 H35S 22S-17a(H),21B(H)-30,31,32,33,34-pentakishomohopano
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APENDICE 14. Cromatograma obtido por GC/MS monitorando o ion de m/z 191.
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APENDICE 15. Relacdo de compostos biomarcadores esteranos e hopanos
identificados pelo GC/MS/MS-MRM.

Tr (Mmin)  Numero Cédigo Nome do composto

62.501 1 CzeraaR 5a(H),14a(H), 17a(H)-colestano (20R)
62.092 2 C27BBS 5a(H),14 B (H), 17 B (H)-colestano (20S)
61.836 3 C27BBR 5a(H),14 B (H), 17 B (H)-colestano (20R)
61.65 4 C27aaS 5a(H),14a(H), 17a(H)-colestano (20S)
59.859 5 DIA270BR 13a(H),17B(H)-diacolestano (20R)

59.484 6 DIA270BS 13a(H),17B(H)-diacolestano (20S)

58.838 7 DIA27BaR 13B(H),17a(H)-diacolestano (20R)

58.083 8 DIA27BaS 13B(H),17a(H)-diacolestano (20S)

64.852 9 C2saaR 5a(H),14a(H), 17a(H)-ergostano (20R)
64.344 10 C2saaS 5a(H),14 B (H), 17R(H)-ergostano (20S)
64.09 11 C2sBBR 5a(H),14 B (H), 17R(H)-ergostano (20R)
63.879 12 C2sBBS 5a(H),14a(H), 17a(H)-ergostano(20S)
62.149 13 DIA2saBR 13a(H),17B(H)-diaergostano (20R)
61.553 14 DIA2sa3S 13a(H),17B(H)-diaergostano (20S)
61.006 15 DIA2sBaR 13B(H),17a(H)-diaergostano (20R)
60.101 16 DIA2sBaS 13B(H),17a(H)-diaergostano (20S)
66.778 17 C200aR 5a(H),14a(H), 17a(H)-estigmastano (20R)
66.115 18 C29B3BS 5a(H),14 B (H), 17 B (H)-estigmastano (20S)
65.919 19 C29BBR 5a(H),14B(H), 17B(H)-estigmastano (20R)
65.578 20 C2000S 5a(H),14a(H), 17a(H)-estigmastano (20S)
62.776 23 DIA29BaR 13B(H),17a(H)-diaestimagtano (20R)
61.932 24 DIA29BaS 13B(H),17a(H)-diaestimagtano (20S)
68.496 25 ISO30R 5a(H),14a(H), 17a(H)-24-isopropilcolestano (20R)
67.434 28 ISO30S 5a(H),14a(H), 17a(H)-24-isopropilcolestano (20S)
63.056 40 Ts 18a(H)-22,29,30-trisnorhopano (Ts)
64.002 42 Tm 17a(H)-22,29,30-trisnorhopano (Tm)
66.901 45 H29 17a(H),21 B (H)-30-norhopano (C29Hop)
67.347 48 C30Diahop  C3017a(H)-diahopano

68.68 49 H30 17a(H),21 B (H)-hopano (C30Hop)
69.547 52 MOR30 17B(H),21a(H)-hopano (C30baHop)
71.377 53 GAM Gamacerano

70.754 55 H31S 17a(H),21 B (H),-homohopano (22S)
71.004 56 H31R 17a(H),2113(H),-homohopano (22R)
72.398 61 H32S 17a(H),213(H)-bishomohopano (22S)
72.727 62 H32R 17a(H),213(H)-bishomohopano (22R)
68.344 65 OL 18a(H)-oleanane + 18B(H)-oleanane




APENDICE 16. Cromatograma obtido por GC/MS/MS-MRM monitorando a transic&o dos esteranos Cz7 (m/z 372 > m/z 217).
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APENDICE 17. Cromatograma obtido por GC/MS/MS-MRM monitorando a transicdo dos esteranos Czs (m/z 386 > m/z 217).
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APENDICE 18. Cromatograma obtido por GC/MS/MS-MRM monitorando a transicdo dos esteranos Czg (m/z 400 > m/z 217).
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APENDICE 19. Cromatograma obtido por GC/MS/MS-MRM monitorando a transicdo dos esteranos Cso (m/z 414 > m/z 217).

(31,0000}
5 75J414.00=Z17 00 (3.40)

EErD-E
.'3'_25—5
EDD-Z
1.?5—5
'I.ErD—;

1.254

: E
1. 00
1 o
0.754 -
z i = 2
0.50 N
] -
0.25
e e . e B S B S B |
62.0 62.0 54.0 &5

0 GE.0 §7.0 63.0 69.0 T0.0 71.0




132

APENDICE 20. Cromatograma obtido por GC/MS/MS-MRM monitorando a transi¢do dos metilesteranos Cz7 (m/z 414 > m/z 231).

(1,000}

2 75

2 504
2 25—2
2 00
1754

1.50

1,257

1.00
0,754

0,50

0,257

414, 00=231.00 (2.75)

= 35

38




133

APENDICE 21. Cromatograma obtido por GC/MS/MS-MRM monitorando a transi¢éo dos Hopanos C27 (m/z 370 > m/z 191).
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APENDICE 22. Cromatograma obtido por GC/MS/MS-MRM monitorando a transi¢éo dos Hopanos C2s (m/z 398 > m/z 191).

(x100.000) ____

1.00

i -2
U.Eﬂ—f
025—5
FEEEY ¢ N

64.0 645 65.0 65.5 65.0 85.5 g7.0 675 62.0 68.5 9.0 69.5 700




135

APENDICE 23. Cromatograma obtido por GC/MS/MS-MRM monitorando a transi¢éo dos Hopanos Cso (m/z 412 > m/z 191).
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APENDICE 24. Cromatograma obtido por GC/MS/MS-MRM monitorando a transi¢éo dos Hopanos Cs1 (m/z 426 > m/z 191).
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APENDICE 25. Cromatograma obtido por GC/MS/MS-MRM monitorando a transi¢do dos Hopanos Cs2 (m/z 440 > m/z 191)
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