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RESUMO

O presente trabalho ¢ derivado do projeto intitulado “Projeto Caracterizagdo Molecular
Avancada” pertencente ao Centro de Exceléncia em Geoquimica do Petrdleo do Instituto
de Geociéncias da Universidade Federal da Bahia (UFBA), que teve apoio financeiro da
a Royal Dutch Shell através do “Compromisso com Investimentos em Pesquisa e
Desenvolvimento” com a ANP, no ambito do Programa GEOQPETROL. Os
biomarcadores saturados do petréleo sdo compostos organicos de elevada complexidade
encontrados em baixas concentracfes em praticamente todos os tipos de petrdleos e
rochas geradoras. Esses biomarcadores tém sido amplamente investigados a nivel
molecular e usados em razdes diagndsticas geoquimicas para obter informacgdes sobre as
condigdes fisico-quimicas do paleoambiente deposicional da rocha geradora, sobre a
origem e input da matéria orgénica, o grau de maturidade térmica e o nivel de
biodegradacao dos 6leos. Por meio do uso da técnica da cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) é possivel a identificacdo desses compostos,
entretanto, devido a complexidade das amostras e a elevada similaridade intrinseca a esses
tipos de compostos, faz-se necessario a utilizagdo de equipamentos que permitam um
maior nivel de sensibilidade, como exemplo do cromatografo a gas acoplado a
espectrometria de massas do tipo triplo quadrupolo (CG-EM/EM). As anélises ocorreram
por meio da técnica CG-EM/EM no modo Multiple Reaction Monitoring (MRM) a fim
de otimizar um método de analise para os biomarcadores saturados das familias dos
triterpanos e esteranos. Além da otimizacdo, o trabalho teve como objetivo comparar
qualitativamente e atraves de ferramentas estatisticas dois modos de monitoramento (SIM
e MRM) para avaliar as influéncias dos monitoramentos sobre as razdes diagndsticas
empregadas nas avaliacdes de paleoambientes deposicionais da rocha geradora. Foram
utilizadas 5 amostras de petréleo bruto e 8 de rochas geradoras provenientes de bacias
sedimentares brasileiras com diferentes caracteristicas. A obtencdo da matéria organica
solivel das rochas foi realizada por extracdo acelerada de solvente (ASE),
posteriormente, as amostras foram fracionadas para obtencdo da fracdo saturada pela
cromatografia em coluna. Os resultados das analises cromatogréaficas, no modo SIM e
MRM, mostraram que houve diferengas entre 0s dois modos, com relacao a resolucao de
determinados compostos, assim como na tendéncia de aumento ou diminuicdo de razdes
diagndsticas amplamente empregadas nas avaliacdes de paleoambiente deposicional. A
técnica da CG-EM/EM no modo MRM mostrou-se mais eficiente para o grupo de
amostras de extratos de rochas do que para as de petroleos. Entretanto, para amostras que
apresentarem maior grau de maturidade, recomenda-se 0 uso CG-EM/EM no modo MRM
para familia dos esteranos. As analises estatisticas aplicadas nesse estudo, como PCA e
teste t, corroboraram com as analises qualitativas, posto que de modo geral as amostras
se agruparam de acordo com seus paleoambientes deposicionais, mostrando diferencas
entre os modos de monitoramento utilizados.

Palavras chave: Biomarcadores, CG-EM/EM, Razdes diagndsticas, paleoambiente
deposicional



ABSTRACT

The present work is derived from the project entitled "Advanced Molecular
Characterization Project” belonging to the Center of Excellence in Oil Geochemistry of
the Federal University of Bahia (UFBA), which received financial support from Royal
Dutch Shell through the "Commitment to Investments in Research and Development
"with the National Petroleum Agency (ANP), within the scope of GEOQPETROL
Program. Saturated biomarkers of petroleum are highly complex organic compounds
found in low concentrations in virtually all types of oils and source rocks. These
biomarkers have been extensively investigated at the molecular level and used in
geochemical diagnostic ratios to obtain information on the physicochemical conditions
of the depositional paleoenvironment of the source rock, on the origin and input of the
organic matter, the degree of thermal maturity and the level of biodegradation of the oils.
The use of gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) makes it possible
to identify these compounds, however, due to the complexity of the samples and the high
intrinsic similarity to these types of compounds, it is necessary a more sensitive
equipment allowing a higher level of sensitivity, as an example of the gas chromatograph
coupled to triple quadrupole mass spectrometry (CG-MS / MS). The aim of this work was
to optimize a method for analysis of source rock extracts and crude oil for determination
the saturated biomarkers by GC-MS / MS in MRM mode and compare qualitatively and
by multivariate statistical analysis the effects on the behavior of the diagnostic ratios,
obtained by the modes SIM and MRM, used in the geochemical evaluations of
depositional paleoenvironment of the source rock. Five crude oil samples and eight source
rocks from Brazilian sedimentary basins with different characteristics were used. The
extraction of soluble organic matter from the rocks was carried out by accelerated
extraction of solvent and obtaining the saturated fraction by column chromatography. The
results of the chromatographic analyses, in the SIM and MRM modes, showed that there
were differences between the two modes, in relation to the resolution of certain
compounds, as well as in the trend of increasing or decreasing diagnostic ratios widely
employed in the depositional paleoenvironment. The GC-MS / MS technique in the MRM
mode was more accurate for the group of rock extract samples than for the oils. However,
for samples with a higher degree of maturity, as in the case of the oils studied, it is
recommended to use GC-MS / MS in the MRM mode for the sterane family. The
statistical analyses applied in this study, such as PCA and t-test, corroborated with the
qualitative analyzes, since in general the samples were grouped according to their
depositional paleoenvironments, showing differences between the monitoring modes
used.

Palavras chave: Biomarkers; CG-MS/MS; diagnostic ratios; depositional
paleoenvironment
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1 INTRODUCAO

O territorio brasileiro possui tipos distintos de bacias sedimentares datadas das
eras Paleozoica a Cenozoica, denominadas como bacias marginais e intracratdnicas
(KLEMME, 1980). Estas bacias foram afetadas por diferentes ambientes tectdnicos e
magmaticos, aos quais foram sujeitas a diversos mecanismos e regimes de subsidéncia.
Esses eventos estdo relacionados aos variados estdgios de evolucdo da Plataforma
Brasileira. (ZALAN, 2004; MARTINS-NETO, 2006).

Por apresentarem diferentes tipos de rochas geradoras de petroleo, as bacias
sedimentares geram petréleos com diferentes caracteristicas quimicas. Essas
caracteristicas sdo resultantes do tipo de matéria organica e das condicdes fisico-quimicas
dos paleoambientes deposicionais nos quais esse material organico, que da origem a esse
petréleo foi depositado. Esses paleoambientes deposicionais sdo classificados em:
lacustre de agua doce, lacustre de agua salgada, ambientes marinhos e marinhos
hipersalinos (TISSOT; WELTE, 1984).

O petroleo é resultante de transformacdes fisicas, quimicas e biologicas da matéria
organica acumulada em rochas geradoras, juntamente com o0s sedimentos. Estas
transformacdes foram catalisadas por condi¢Ges adequadas de temperatura ao longo do
tempo geoldgico (TISSOT; WELTE, 1984; WANG et al., 1999; MILANI, 2000). O
processo de transformacdo compreende a conversdo das biomoléculas formadoras da
matéria organica em querogénio e, posteriormente, em componentes do petroleo. Apos
ser gerado na rocha geradora o petrleo migra por falhas geoldgicas até encontrar rochas
mais porosas denominadas reservatorios, nas quais se acumula (TISSOT; WELTE, 1984).

O petroleo trata-se de uma mistura complexa de compostos organicos, onde quase
sua totalidade é composta por moléculas de hidrocarbonetos, a qual é expressa em fungédo
dos compostos alifaticos, ciclicos e os compostos aromaticos (TISSOT; WELTE, 1984;
PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005; BAYONA; DOMINGUEZ; ALBAIGES,
2015). De acordo com as suas caracteristicas fisico-quimicas, o petrdleo pode ser
separado em 3 fragBes principais, constituidas pelos hidrocarbonetos saturados,
hidrocarbonetos aromaticos e pelos compostos polares, dos quais fazem parte as resinas
e os asfaltenos (TISSOT; WELTE, 1984; THOMAS, 2001; PETERS; WALTERS;
MOLDOWAN, 2005; BISSADA et al., 2016).



Nos petrdleos e nos extratos de rochas geradoras hd um importante grupo de
hidrocarbonetos denominados de biomarcadores ou marcadores bioldgicos, fundamentais
para as avaliagdes geoquimicas. Estas moléculas orgénicas sdo complexas e provenientes
de organismos vivos que, sob condi¢bes geoquimicas adequadas, mantiveram suas
estruturas béasicas inalteradas. (PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005;
THEOBALD; HUEBSCHMANN, 2008; FINGAS, 2011; SPEIGHT, 2014; YANG et al.,
2017).

Tendo em vista a maior estabilidade atribuida aos biomarcadores em relacéo aos
outros grupos de hidrocarbonetos, estes, frequentemente, sdo utilizados como fosseis
moleculares. Eles sdo empregados para indicar o input de matéria organica, tipo do
paleoambiente deposicional no qual a matéria organica foi depositada e sua maturacdo
térmica. Eles também sdo usados no monitoramento de processos de intempéricos
sofridos por petroleos quando derramados no meio ambiente (SEIFEK; MOLDOWAN,
1981; SIMONEIT, 2005; THEOBALD; HUEBSCHMANN, 2008; OKUNOVA et al.,
2010; FINGAS, 2011; MULAGABAL et al., 2013; REYES, 2014; ZHANG et al., 2015;
YANG et al., 2017).

Os biomarcadores saturados sdo provenientes de moléculas biologicas
sintetizadas, pelos organismos vivos, através de diferentes processos de polimerizagdo da
unidade estrutural basica conhecida como terpeno (metil butadieno) (BERTHOD et al.,
1998; PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005). Sao subdivididos em familias cuja
classificacdo ocorre de acordo com o niumero aproximado de subunidades de terpeno que
compdem as moléculas de seus precursores biolégicos. Dentre elas estdo os hemiterpanos
(C5), monoterpanos (C10), sesquiterpanos (C15), diterpanos (C20), sesterterpanos (C25),
triterpanos e esteranos (C30), tetraterpanos (C40) e politerpanos (C45) (PETERS;
WALTERS; MOLDOWAN, 2005).

Dentre os biomarcadores saturados, aqueles classificados como triterpanos e
esteranos sdo de grande relevancia nos estudos geoquimicos de 0leos e rochas geradoras
(PHLLP; OUNG, 1988; SIMONEIT, 2005). O primeiro grupo tem como principal
precursor biolégico o bacteriohopanotetrol, proveniente das membranas celulares de
organismos vivos menos evoluidos, 0s procariontes, enquanto os esteranos (colestanos,
ergostanos e estigmastanos) tém como precursores biologicos: colesterol, ergosterol e
estigmasterol, encontrados em membranas celulares dos eucariontes (PETERS;
WALTERS; MOLDOWAN, 2005).



Os compostos do petroleo podem ser separados e identificados com a utilizacao
de técnicas classicas, como por exemplo cromatografia liquida em coluna, assim como,
através de técnicas instrumentais mais sofisticadas, como a cromatografia gasosa de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas do tipo triplo quadrupolo (CG-EM/EM)
(PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005; MARTINS et al., 2015; NELSON et al.,
2016). A cromatografia gasosa de alta eficiéncia exerce um papel importante na separacao
e identificacdo dos compostos presentes em misturas complexas como aquelas existentes
em extratos de rochas geradoras e nos petroleos, sendo empregada tanto para analises
quantitativas como qualitativas (WANG; FINGAS, 2003; YANG et al., 2017). Os
modernos métodos analiticos e de instrumentacao possibilitaram a realizacdo de analises
geoquimicas capazes de caracterizar quimicamente petroleos e relaciona-los ao tipo de
matéria organica e as condicdes que Ihes deram origem, como por exemplo, a composicao
em termos de n-alcanos, isoprenoides e biomarcadores (PETERS; WALTERS;
MOLDOWAN, 2005; WANG; YAMG; FINGAS; HOLLEBONE; YIM; OH, 2007,
OKUNOVA et al., 2010).

A principal ferramenta escolhida, nas Ultimas décadas, para a determinagédo de
biomarcadores saturados é a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) no modo SIM (Select lon Monitoring) (PETERS; WALTERS; MOLDOW,
2005; NELSON et al., 2016). A CG-EM trata-se de uma técnica eficiente por combinar
funcBes de um cromatdgrafo a gas (separacao dos compostos organicos individuais), com
espectrometria de massas (ionizacdo e deteccdo de ions de acordo com a razdo
massa/carga) (PETERS; WALTERS; MOLDOW, 2005; SIMONEIT, 2005; GRAYSON,
2016).

As moléculas dos biomarcadores policiclicos saturados sdo altamente ramificadas,
levando a existéncia de familias de estereoisdmeros. Em funcéo da similaridade quimica
destes estereoisbmeros sdo necessarias técnicas de separacdo, identificacdo e
quantificacdo sofisticadas (MOLWWAN; SEIFERT, 1984; PETERS; WALTERS;
MOLDOWAN, 2005). Embora a técnica da CG-EM seja muito empregada para a analise
de biomarcadores, em casos onde ocorre a coeluicdo de compostos similares ela ndo é
eficiente, para estes casos, € indicada a CG-EM/EM (PHILP; OUNG; LEWIS, 1988;
BAYONA; DOMINGUEZ; ALBAIGES, 2015; NELSON et al., 2016).

A utilizacdo da técnica da CG-EM/EM promove um aumento significativo na
sensibilidade, seletividade e precisdo quando comparada a CG-EM e tem recebido
destaque na analise de biomarcadores (PHILP; OUNG; YULEWIS, 1990; SIMONEIT,



2005), embora o custo da sua instrumentacgéo seja elevado. Essa técnica abrange o modo
triplo quadrupolo, tandem magnético e o hibrido magnético quadrupolo. O modo triplo
quadrupolo é baseada na fragmentac&o dos ions precursores, gerados na fonte de ions do
espectrometro de massas, em ions menores (ions produtos), sendo estes ions relacionados
as suas moléculas precursoras, o que permite a aquisicdo no modo de Monitoramento de
ReacBes Mudltiplas (MRM), em inglés, Multiple Reaction Monitoring (PETERS;
WALTERS; MOLDOWAN, 2005; CHURLEY et al., 2009). Estes métodos apresentam
uma seletividade analitica significativa capaz de solucionar problemas de interferéncias
de coeluicdo de compostos desde que estes apresentem espectros de massas diferentes
(PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005).

Um espectrometro de massas do EM/EM tipico consiste do acoplamento de trés
quadrupolos conectados em série (triplo quadrupolo), onde o primeiro trata-se de um
analisador de massa (Q1) ou quadrupolo precursor, o segundo refere-se a um quadrupolo
de célula de colisdo (Q2) e o terceiro a outro analisador de massa (Q3) ou quadrupolo de
produto (PHILP et al., 1990; SIMONEIT, 2005; PETERS; WALTERS; MOLDOWAN,
2005; CHURLEY et al., 2009).

O processo de funcionamento de um CG-EM convencional ocorre através de uma
Unica fragmentacdo em que permite a aquisi¢do no modo SIM, ou seja, 0 monitoramento
de ions individualmente, no qual fornece um Unico cromatograma de massas, podendo
apresentar coeluicdo de alguns dos biomarcadores (PETERS; WALTERS;
MOLDOWAN, 2005).

As aplicagdes e as vantagens da utilizagdo da técnica CG-EM/EM sobre a CG-
EM, séo reportadas na literatura para analise de diversas matrizes (FOWLER; BROOK,
1990; CRISTALE; SILVA; MARCHI, 2008; JONH et al., 2014; ADHIKARI; WONG;
OVERTON, 2017). Os biomarcadores saturados detectados por ambas as técnicas tém
sido empregados na definicdo de razdes diagndsticas, referentes a caracterizacdo de
rochas geradoras e de petrdleos (PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005).

Dependendo dos compostos usados nas razdes diagnosticas sdo retiradas
informagdes importantes para o estudo de correla¢do 6leo-rocha geradora, isto é, verificar
se 0 Oleo em questdo foi gerado por uma determinada rocha com caracteristicas de
geradora, e se um ou mais petroleos tem a mesma origem genética (correlagéo 6leo-06leo).
Estas correlacdes contribuem para a definicdo dos elementos geoldgicos de um sistema
petrolifero (rocha geradora, rocha reservatdrio e rocha selante) e dos processos que foram

responsaveis pela geracdo, migracao e preenchimento dos reservatorios, assim como para



0 conhecimento de processos que ocorreram pos-acumulacdo do 06leo, como a sua
biodegradacdo em reservatério. Essas razGes diagndsticas sdo obtidas através da divisdo
entre as &reas integradas dos compostos separados pela coluna cromatografica e
identificados pelo espectrébmetro de massas (PETERS; WALTERS; MOLDOWAN,
2005).

Dentre os parametros empregados nas avaliagcdes de input e origem da matéria
organica e das condi¢cbes do paleoambiente deposicional, encontra-se o indice de
homohopanos Css (Css HHI) correspondente a razdo Css/>. Cz1-Css homohopanos (22S e
22R) utilizado para indicar o grau de oxidagédo sob o qual os sedimentos marinhos foram
depositados. Elevados valores de Czs HHI (> 0,1) indicam condi¢BGes anoxicas,
comumente associadas a carbonatos marinhos ou evaporitos, corroborando na
caracterizacdo do ambiente de deposicdo da rocha geradora. O indice de gamacerano
reflete o nivel de salinidade, assim como a existéncia de estratificacdo na coluna d’agua
do paleoambiente deposicional (PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005).

A distribuicdo dos esteranos regulares com 27 a 29 a&tomos de carbono plotados
em diagrama ternario, como sugerido por Huang e Meinschein (1979), em que a
abundancia do colestano € indicativo de predominio de organismos fitoplancténicos
marinhos, o ergostano, que comumente estd em menor abundancia, € indicativo de uma
contribuicdo algalica lacustre e estigmastano indicaria contribuicao terrestre.

A razdo hopanos/esteranos (HOP/EST) é utilizada para determinar a contribuicdo
relativa de matéria organica procariota (bactéria) versus eucariota (principalmente algas
e plantas superiores) nas rochas. Para paleoambiente marinho com contribuigéo de
plancton e/ou algas o valor da razdo HOP/EST < 5 e HOP/EST entre 4 e 7, indicam
deposicdo em paleoambiente transicional, com contribuicdo de matéria organica terrestre
(PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005).

A abundancia dos tetraciclicos poliprenoides (TPP) com relacdo aos diaesteranos,
através da razdo CszoTPP/diasteranos, é utilizada para reconhecer o input de organismos
de agua doce/salobra em rochas geradoras de ambientes lacustres, deltaicos,
marinhos/ndo-marinhos e ainda facies de ambientes transicionais. Os valores elevados
dessa razdo sugerem paleoambiente deposicional de agua doce/salobra, enquanto valores
baixos de concentracdo advertem para uma deposicdo em paleoambiente marinho
(HOLBA et al., 2000, 2003; PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005).

A comparagdo entre a caracterizacdo geoquimica orgénica de petrdleos e extratos

de rochas geradoras de diferentes bacias sedimentares brasileiras, através dos



biomarcadores saturados (triterpanos e esteranos), utilizando-se os modos analiticos
distintos (SIM e MRM) é de extrema importancia. Esta avaliacdo permitird melhorar a
investigacao sobre os efeitos de possiveis coeluicdes de compostos, com caracteristicas
quimicas similares, sobre os indices e parametros geoquimicos causado pelas diferentes

sensibilidades dos métodos.



2 OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Otimizacdo de um método analitico para identificacdo simultanea de biomarcadores
saturados do petroleo por CG-EM/EM para uso nos calculos das razdes diagnosticas
indicativas, dentre outros pardmetros geoquimicos, das condigfes fisico-quimicas do

paleoambiente deposicional da rocha geradora.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Otimizar um método analitico no CG-EM/EM para determinacdo dos
biomarcadores saturados do petréleo compreendidos pelas familias dos triterpanos e
esteranos;

o caracterizar qualitativamente o0s biomarcadores saturados encontrados em
amostras de petréleo e de extratos de rocha geradora obtidas das bacias sedimentares
brasileiras de Potiguar, Santos, Parnaiba e Parang;

o comparar qualitativamente os resultados obtidos para as razfes diagndsticas dos
biomarcadores saturados obtidas no CG-EM/EM no modo SIM e no modo MRM para 0s
diferentes tipos de amostras analisadas, através do uso de andlise estatistica multivariada

dos dados, como a Analise das Componentes Principais (PCA) e teste t pareado.



3 MATERIAIS E METODOS

A seguir serdo apresentados os materiais e métodos usados para otimizar a
identificacdo simultanea de biomarcadores saturados do petroleo e de extratos de rochas
geradoras por CG-EM/EM, através da comparacdo qualitativa entre os modos SIM e
MRM. A identificacdo desses compostos é importante para os célculos das razdes
diagndsticas indicativas das condi¢es fisico-quimicas dos paleoambiente deposicionais
das rochas geradoras e foram aplicadas nas bacias Potiguar, Santos, Parnaiba e Parana.
Para comparar a eficiéncia dos dois modos de analise por CG no modo SIM e MRM, o0s
dados obtidos foram tratados por métodos estatisticos multivariadosempregando a
Anélise de Componentes Principais (PCA) e o teste t pareado.

Na Figura 1 pode-se visualizar o fluxograma da sequéncia analitica utilizada nesse
para este trabalho.

Figura 1 - Fluxograma dos trabalhos laboratoriais realizados no Lepetro com as amostras de
rocha geradora e 6leo

Oleo bruto

Rocha Geradora

Pulverizacdo da rocha
T

Extracdo ASE
T

Cromatografia liquida em coluna
T

Fracdo saturados
|

Peneira molecular
|

Biomarcadores
CG-EM/EM
T

Modo SIM Modo MRM

Avaliacdo estatistica




3.1 SELECAO DE AMOSTRAS DE ROCHAS GERADORAS E DE PETROLEO

Foram utilizadas amostras de petrdleo bruto e de rocha geradora provenientes das
bacias petroliferas brasileiras de Potiguar, Santos, Parana e Parnaiba. No Quadro 1
encontram-se as informacdes referentes as bacias sedimentares, as formacdes geoldgicas,
periodos geoldgicos e paleoambientes deposicionais correspondentes as rochas
geradoras.

Quadro 1 — Informacdes geoldgicas sobre as bacias sedimentares utilizadas neste trabalho

CODIGO | MATRIZ | BACIA FORMACAO PERIODO PELEOAMBIENTE
GEOLOGICO | DEPOSICIONAL
(OF] Oleo Santos Picarros Cretéceo Lacustre salino
OP-1 Oleo Potiguar Alagamar Cretéceo Marinho evaporitico
OP-2 Oleo Potiguar Alagamar Cretaceo Marinho evaporitico
OP-3 Oleo Potiguar Pendéncia e Cretaceo Lacustre doce
Pescada
OP-4 Oleo Potiguar Pendéncia e Cretaceo Lacustre doce
Pescada
Pn-1 Rocha Parana Irati Permiano Marinho hipersalino
Pn-2 Rocha Parana Irati Permiano Marinho hipersalino
Pn-3 Rocha Parana Irati Permiano Marinho/Transicional
Pn-4 Rocha Parana Irati Permiano Marinho/Transicional
Pb-1 Rocha Parnaiba Pimenteiras Devoniano Marinho/Transicional
Pb-2 Rocha Parnaiba Pimenteiras Devoniano Marinho/Transicional
Pb-3 Rocha Parnaiba Pimenteiras Devoniano Marinho
Pb-4 Rocha Parnaiba Pimenteiras Devoniano Marinho

Fonte: Zambrano (2015); Reyes (2015); Alves (2018); Martins (2018).

Em relagdo as amostras de rocha, cedidas pelo grupo Geogpetrol, tiveram
procedéncias das Bacias do Parana (Pn) e Parnaiba (Pb). As amostras da Formacéo (Fm.)
Irati, foram coletadas em afloramento localizado na borda leste da Bacia do Parana, na
regido de Piracicaba, Estado de S&o Paulo, nas coordenadas 7.464.745/222.466. Este
afloramento, denominado de Amaral Machado, é um recorte de pedreira que forma uma
parede com dire¢cdo NW/SE e dimensdes de aproximadamente 450 m de extensdo por 30
m de altura (Figura 2a). No presente trabalho, utilizou-se duas amostras da base (Pn-1 e

Pn-2) e duas amostras do topo (Pn-3 e Pn-4) desse afloramento.




Figura 2 - Visdo geral da pedreira da Mineracdo Amaral Machado (a) e Ilustracdo dos pontos
selecionados na amostragem realizada na Amaral Machado (b)
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Fonte: Adaptado de Martins (2018).

Ja em relacdo a Bacia do Parnaiba, as amostras foram coletadas da Fm.
Pimenteiras, em um afloramento localizado na margem oeste do Km 399 da rodovia BR-
153 (Belém - Brasilia), com coordenadas geogréaficas: latitude 9° 25' 22,3" e longitude
48° 34' 20,5". Esse afloramento foi identificado como “Ponto 6, do qual foram utilizadas

duas amostras da base (Pb-1 e Pb-2) e duas amostras do topo (Pb-3 e Pb-4) (Figura 3).



Figura 3 - llustracdo dos pontos selecionados na amostragem na Formacao Pimenteiras

Fonte: Adaptado de Zambrano (2015).

Os procedimentos de coleta das amostras das bacias do Parana e Parnaiba, tais
como: forma, quantidade amostrada e seu armazenamento estdo descritos em Martins
(2018) e Zambrano (2015), respectivamente.

Todas as amostras de rocha geradora selecionadas tiveram seus valores
percentuais de Carbono Orgéanico Total (COT%) avaliados em trabalhos anteriores, e 0s

dados foram fornecidos pelo grupo Geogpetrol, conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Valores de Carbono Orgénico Total (COT%) das amostras de rocha geradoras dos
afloramentos da pedreira Amaral Machado (Pn) (Formacao Irati, Bacia do Parana) e do Ponto 6
(Pb) (Formagdo Pimenteiras, Bacia do Parnaiba).

Amostras COT (%)

Pn-1 6,74
Pn-2 7,96
Pn-3 0,5

Pn-4 0,36
Pb-1 0,98
Pb-2 1,07
Pb-3 2,93
Pn-4 3,12

Fonte: Geogpetrol (2019).



Quanto as amostras de petroleo, provenientes das Bacias de Santos (OS) e
Potiguar (OP-1, OP-2, OP-3 e OP-4), a forma de obtencdo das mesmas esta descrita nos

trabalhos de tese de Reyes (2015) e da dissertacdo de Alves (2016), respectivamente.

3.2 MATERIAIS E REAGENTES

Os reagentes utilizados nos procedimentos de preparo de amostras foram:
diclorometano (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), nitrogénio (White Martins Gases
Industriais Ltda, Rio de Janeiro, Brasil), terra de diatomaceas (Thermo Scientific,
California, Estados Unidos), n-hexano (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), papel de
filtro de celulose para extracdo ASE (Thermo Scientific, Califérnia, Estados Unidos),
silica gel (0,063-0,200mm) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), sulfato de sodio
(Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), peneira molecular 5A (Sigma-Alorich, Sao Paulo,
Brasil), ciclohexano (Nuclear, Marca, Sdo Paulo, Brasil).

Para as analises cromatograficas por CG-EM/EM utilizou-se hélio como géas de
arraste, pureza 99,999% (White Martins Gases Industriais Ltda, Rio de Janeiro, Brasil),
coluna HP-5MS Ultra Inert (5% fenil 95% dimetilpolisiloxano, Agilent Technologies)
com dimensdes de 30 m de comprimento 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de
espessura de filme e uma segunda coluna, denominada de backflush com dimensdes de 5
m de comprimento e 0,18 um de espessura de filme (Agilent Technologies). O géas
utilizado na célula de colisdo foi nitrogénio, pureza 99,999% (White Martins Gases

Industriais Ltda, Rio de Janeiro, Brasil).

3.3 PREPARO DAS AMOSTRAS DE ROCHA GERADORA

As rochas geradoras foram previamente desagregadas moidas em moinho de
esfera planetario de agata (Retsch GmbH, modelo PM400) e peneiradas utilizando uma
peneira com abertura de 80 mesh a fim de se obter uma granulometria inferior a 80 mesh,

as quais foram utilizadas para todos os procedimentos descritos nessa dissertagéo.



3.4 EXTRACAO DA MATERIA ORGANICA SOLUVEL DAS AMOSTRAS DE
ROCHA GERADORA

Para a extracdo da matéria organica das amostras de rocha geradora empregou-se
a extracdo acelerada com solventes (ASE), utilizando-se o equipamento Dionex modelo
ASE 350 (ThermoFisher Scientific, Califérnia, Estados Unidos). Foram empregadas
células de ago inoxidavel com capacidade de 100 mL e frascos coletores de vidro com
capacidade de 250 mL. As amostras de rocha geradora foram pesadas com massas entre
10 g a 80 g, essas quantidades variaram conforme o percentual de COT (Tabela 1) para
cada amostra e, posteriormente, adicionou-se cerca de 20% de terra diatomécea a fim de
se retirar umidade das amostras. Ap0s essa etapa de pesagem, as amostras foram inseridas
na célula contendo papel filtro e o restante do espaco vazio foi preenchido com terra
diatoméacea. As condi¢des adotadas para a extracao foram: temperatura de 150 °C por 7
minutos, seguido por uma extracao estatica de 5 minutos, que se repetiu por dois ciclos.
O solvente empregado foi o diclorometano, com volume de enxague de 75% do volume
da célula por 60 s. Nitrogénio foi utilizado como gas de purga a uma pressdo de 1500 psi.
Os eluatos obtidos foram pré-concentrados em rotaevaporador (BUCHI®, Modelo R-
210) e transferidos para vials de 2 mL para posterior analise. As condi¢des de extragcdo
foram baseadas no método EPA 35452,

3.5 FRACIONAMENTO DAS AMOSTRAS DE PETROLEO BRUTO E DE
EXTRATOS DE ROCHA GERADORA

A cromatografia liquida em coluna foi utilizada com a finalidade de se obter a
fracdo dos hidrocarbonetos saturados. Para isso, foi utilizada uma coluna de vidro cujas
dimens@es foram de 19 cm de comprimento por 2 cm de diametro. As colunas de vidros
foram empacotadas com silica gel (previamente seca em mufla (QUIMIS®), a
temperatura de 400 °C por 4 h) até altura de 12 cm da coluna utilizando n-hexano como
solvente.

Para as amostras de 6leo foram pesadas aproximadamente 20 mg em uma balanca
analitica (METTLER TOLEDO, AG285) e misturada com aproximadamente 0,5 g de
sulfato de sodio, a mistura foi depositada lentamente sobre o topo da coluna. Para as
amostras de extrato de rocha geradora (item 3.4), estas foram transferidas diretamente

para o topo da coluna. A fracédo de interesse, referente aos hidrocarbonetos saturados, foi



obtida pela elui¢do de 30 mL de n-hexano. Todas as fragdes foram pré-concentradas a,
aproximadamente, 1 mL em rota-evaporador (BUCHI®, R-210) e transferidas para vials
previamente pesados em balanca analitica.

Posteriormente, as fraces dos hidrocarbonetos saturados obtidas das amostras de
extrato de rocha e 6leo bruto foram submetidas a uma etapa de cleanup utilizando peneira
molecular 5A (CHENG et al., 2018) objetivando a retirada dos alcanos lineares. Para tal,
adicionou-se 1 mL do ciclohexano e 0,5 g peneira molecular aos vials. Os frascos foram
tampados e deixados overnight. Na sequéncia, o sobrenadante contendo a fracao ciclica
de interesse foi transferido para insert, previamente pesado e completou-se o volume com

ciclohexano até concentragdo de 0,05 mg pL™.

3.6 ANALISE DE BIOMARCADORES SATURADOS POR CG-EM/EM

As amostras fracionadas foram injetadas em um cromatografo a gas Agilent
7890B acoplado a um espectrometro de massas Agilent 7000D triplo quadrupolo com
com autosampler (G4513A) modo de ionizacao por impacto eletrénico (El) a 70 eV. A
separacdo cromatografica foi realizada em coluna capilar HP-5MS Ultra Inert (30 m x
0,25 mm x 0,25 pm). Como gas de arraste utilizou-se hélio com fluxo de 1 mL min™. As
condicBes cromatograficas 6timas empregadas foram as seguintes: injecdo de 1 uL da
amostra no modo splitless com injetor a 300 °C, a temperatura da interface e fonte de ions
foram de 205 °C e 230 °C, respectivamente. Para a separacdo a programacdo de
temperatura do forno iniciou em 55 °C por 2 minutos, tendo sido aquecido a 20 °C min™*
até 200 °C, onde permaneceu por 3 minutos e com taxa de aquecimento de 1,5 °C min'
até 290 °C (durante 8 minutos).

Essas analises foram realizadas a fim de identificar os seguintes biomarcadores
saturados do petrdleo, citados nas Tabelas 2, 3 e 4.

Foram empregados dois modos de aquisi¢do do Espectrémetro de Massas (EM):
modo SIM a fim de reproduzir estudos convencionais para este tipo de composto e modo
MRM para verificar o potencial desta ferramenta na identificacdo dos biomarcadores
estudados. Para 0 modo SIM os ions monitorados foram: m/z 191 (triterpanos), m/z 217
(esteranos e diaesteranos) e m/z 259 (poliprenoides tetraciclicos e diaesteranos),
identificados com base na ordem de eluicdo de trabalhos da literatura como Rangel e
colaboradores (2017), Sefein, Nguyen e Philp (2017), Liu, Zhang e Li (2014), Petersen,
Nytoft, Nielsen (2004), De Grande, Aquino-Neto, Melo (1993).



Tabela 2 - Condigbes otimizadas para 0os compostos da familia dos triterpanos

Codigo Composto MRM TJ CID
(m/z) (eV)
TR19 C19 terpano triciclico 262,3— 191,2 1 10
TR20 C20 terpano triciclico 276,3— 191,2 1 10
TR21 C21 terpano triciclico 290,3— 191,2 2 10
TR22 C22 terpano triciclico 304,3— 191,2 2 10
TR23 C23 terpano triciclico 318,3— 191,2 2 10
TR24 C24 terpano triciclico 332,3— 191,2 2 10
TR25A C25 terpano triciclico (o) 346,4— 191,2 2 10
TR25B C25 terpano triciclico (B) 346,4— 191,2 2 10
TET24 C24 terpano tetraciclico 330,3— 191,2 2 10
TR26A C26 terpano triciclico (o) 360,4— 191,2 2 10
TR26B C26 terpano triciclico (B) 360,4— 191,2 2 10
TR28A C28 terpano triciclico (o) 388,4— 1912 3 10
TR28B C28 terpano triciclico (B) 388,4— 191,2 3 10
TR29A C29 terpano triciclico (o) 402,4— 1912 4 10
TR29B C29 terpano triciclico (B) 402,4— 191,2 4 10
Ts 18a(H),21B(H)-22,29,30-trisnornechopano 370,4— 1912 5 10
m 17a(H),21p(H)-22,29,30-trisnorhopano 370,4— 1912 5 10
TR30A C30 terpano triciclico (o) 416,4— 1912 5 10
TR30B C30 terpano triciclico (B) 416,4— 191,2 5 10
H28 17a(H),180(H),21B(H)-28,30-bisnorhopano 384,4— 1912 5 10
H29 170(H),180(H),21B(H)-norhopano 398,4— 191,2 5 10
C29Ts 18a(H),21B(H)-30-norneohopano 398,4— 1912 5 10
DH30 170(H)diahopano 412,4— 1912 5 10
M29 17a(H),21 B(H)-30-norhopano (normoretano) 398,4— 191,2 5 10
H30 170(H),21B(H)-hopano 412,4— 1912 6 10
M30 17B(H),210(H)-hopano (moretano) 412,4— 191,2 6 10
H31S 170(H),21B(H)-30-homohopano(22S) 426,4— 191,2 7 10
H31R 17a(H),21B(H)-30-homohopane(22R) 426,4— 191,2 7 10
GAM Gamacerano 412,4— 1912 7 10
H32S 17a(H),21B(H)-30,31-bishomohopano(22S) 440,4— 1912 7 10
H32R 170(H),21B(H)-30,31-bishomohopano(22R) 440,4— 1912 7 10
H33S 17a(H),21p(H)-30,31,32-trishomohopano(22S) 454 4— 1912 7 10
H33R 170(H),21B(H)-30,31,32-trishomohopano(22R) 454,4— 1912 7 10
H34S 17a(H),21B(H)-30,31,32,33- 468,5— 191,2 7 10
tetrakishomohopano(22S)
H34R 17a(H),21B(H)-30,31,32,33- 4685— 1912 7 10
tetrakishomohopano(22R)
H35S 170(H),21B(H)-30,31,32,33,34- 482,5— 191,22 7 10
pentakishomohopano(22S)
H35R 170(H),21B(H)-30,31,32,33,34- 482,5— 191,2 7 10

pentakishomohopano(22R)




Tabela 3 - CondigOes otimizadas para 0s compostos da familia dos esteranos

Codigo Composto Precursor  Produto TJ CID
(eV)
S20 C20 50(H),14a(H),17a(H)-esterano 2743— 217,2 1 10
S21 C21 5u(H),14B(H),17p(H)-esterano 288,3— 217,2 2 10
S22 C22 5a(H),14p(H),17p(H)-esterano 302,3— 217,2 2 10
DIA27S 13B(H),17a(H)-diacolestano (20S) 372,4— 217,22 3 10
DIA27R 13B(H),17a(H)-diacolestano (20R) 3724— 217,22 3 10
DIA27 SS  13a(H),17p(H)-diacolestano (20S) 372,4— 217,22 3 10
DIA27RR  13a(H),17p(H)-diacolestano (20R) 3724— 217,22 3 10
C27S 5a(H),14a(H),17a(H)-colestano (20S) 3724— 2172 4 10
C27BBR  5a(H),14B(H),17B(H)-colestano (20R) 3724— 217,22 4 10
C27BBS  5a(H),14p(H),17B(H)- colestano (20S) 372,4— 217,22 4 10
C27R 5a(H),14a(H),170(H)-colestano (20R) 3724— 217,2 5 10
DIA28S 13B(H),170(H)-diaergostano (20S) 386,4— 217,2 3 10
DIA28R 13B(H),17a(H)-diaergostano (20R) 386,4— 217,2 4 10
DIA28SS 13a(H),17p(H)-diaergostano (20S) 386,4— 217,2 4 10
DIA28RR  13a(H),17p(H)-diaergostano (20R) 386,4— 217,2 5 10
C28S C28 20S-5a(H), 14a(H), 17a(H)-ergostano 386,4— 217,2 5 10
C28BBR €28 20R-5u(H), 14p(H), 17B(H)- ergostano 386,4— 217,2 5 10
C28BBS C28 20S-5a(H), 14B(H),17p(H)- ergostano 386,4— 2172 5 10
C28R C28 20R-50(H), 14a(H), 17a(H)- ergostano 386,4— 217,2 5 10
DIA29S 13B(H),17a(H)-diaestigmastano (20S) 400,4— 217,2 4 10
DIA29R 13B(H),17a(H)-diaestigmastano (20R) 400,4— 2172 5 10
DIA29SS 13a(H),17p(H)-diaestigmastano (20S) 400,4— 217,2 5 10
DIA29RR  13a(H),17B(H)-diaestigmastano (20R) 400,4— 217,2 5 10
C29S Sa(H),14a(H),17a(H)-estigmastano (20S) 400,4— 2172 5 10
C29BBR  50(H),14B(H),17B(H)-estigmastano (20R) 400,4— 217,2 5 10
C29BBS  5a(H),14B(H),17B(H)-estigmastano (20S) 400,4— 217,2 5 10
C29R 5a(H),14a(H),170(H)-estigmastano (20R) 400,4— 217,2 5 10
Tabela 4 - CondicGes otimizadas para 0s compostos da familia dos diasteranos e TPP
Cdbdigo Composto Precursor ~ Produto  TJ CID
(eV)
DIA 27S 13B(H),170(H)-diacolestano (20S) 372,4— 2593 3 10
DIA 27R 13B(H),17a(H)-diacolestano (20R) 372,4— 2593 3 10
DIA27 SS 13a(H),17p(H)-diacolestano (20S) 372,4— 2593 3 10
DIA27RR  13a(H),17p(H)-diacolestano (20R) 372,4— 259,3 3 10
C30 TPP C30 Tetraciclico poliprenoide 414,4— 259,3 5 10
Tabela 5 - Tempo de retencdo para cada tempo de janela na andlise MRM
Tempo da Janela TJ1 TJ2 TJ3 TJ4 TJ5 TJ6 TJ7

(1))

Tempo de Retengdo  8-19,1  19,1-37 37-43,15 43,15-45,7 45,7-56,5 56,5-60,5 60,5-80
(min)




Os parametros do modo MRM como energias de transi¢do e energia de colisdo
foram baseados e adaptados dos trabalhos de Cheng e colaboradores (2018), Mei (2018),
Rangel e colaboradores (2017), Sefein, Nguyen e Philp (2017), Saito e colaboradores
(2016), Li e colaboradores (2015), Mathur (2014), Bojesen-Koefoed, Nytoft e Dau
(2009), Petersen, Nytoft, Nielsen (2004), Philp, Oung e Lewis (1988) e estdo
apresentados na Tabela 2 para a familia dos triterpanos, na Tabela 3 para a familia dos
esteranos/ diaesteranos e na Tabela 4 para os diasteranos/ tetraciclicos poliprenoides
(TPP). A definicdo do tempo das janelas (TJ) e seus respectivos tempos de retencao
encontram-se na Tabela 5. O método cromatogréafico permitiu a analise simultanea de 3

diferentes classes de hidrocarbonetos saturados.

3.7 TRATAMENTO DOS DADOS E IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS

Os dados obtidos a partir das injecdes realizadas no CG-EM/EM foram
processados empregando o Agilent Technologies Mass Hunter Workstation Qualitative
Analysis Software. Os picos resultantes dos cromatogramas correspondentes aos
biomarcadores saturados obtidos pelo modo SIM e MRM tiveram suas areas integradas
automaticamente para os calculos das razdes diagndsticas de interesse, tais como:
GAM/Hzo, Has/Hza, H29/H30, H2s/H29, TET24/H30, TET24/TRI26, TRI23/TRI24, TRI19/TRI23,
Hop/Est, TRI/Hop, Ts/(Ts+Tm), S/(S+R)Ca9Est, TRI21/TRI23, TRI24/TRI2s, TRI26/TRI2s,
TRI126/TRI28, TR23/Hz0, H2s/ TRI23, Gam/TRI23, H2o/C29Ts, abb/(abb+aaa)CaoEst, %27Est,
%28Est, %29Est, TPP3g, %DIA27, %DIA2s, %DIA2.

Para alcancar o objetivo proposto, os dados resultantes dos célculos das razGes
diagnosticas de biomarcadores saturados foram submetidos ao tratamento estatistico,
utilizando ferramentas de analises estatisticas multivariadas, através do programa

Statistica para Windows, versao 7.0 da Statsoft Inc.



4 DETERMINACAO DE BIOMARCADORES SATURADOS EM EXTRATOS DE
ROCHAS GERADORAS E PETROLEOS: COMPARACAO ENTRE OS MODOS
SIM E MRM DA CG-EM/EM ATRAVES DA ANALISE ESTATISTICA
MULTIVARIADA

RESUMO

Amostras de 6leo e rochas geradoras foram analisadas por meio da técnica da
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas do tipo triplo quadrupolo (CG-
EM/EM) no modo Monitoramento de Reag¢6es Multiplas (Multiple Reaction Monitoring
MRM) a fim de otimizar um método de analise para os biomarcadores saturados das
familias dos triterpanos e esteranos. Além da otimizacdo, o trabalho teve como objetivo
comparar qualitativamente e atraves de ferramentas estatisticas 0 modo SIM e 0 modo
MRM para avaliar as influéncias dos monitoramentos sobre as razdes diagndsticas
empregadas nas avaliacdes de paleoambientes deposicionais da rocha geradora. Para isso,
foram analisadas 13 amostras provenientes de bacias sedimentares brasileiras (Bacias do
Parana, Parnaiba, Potiguar e Santos), englobando amostras de 6leo bruto e rochas
geradoras. Foram necessérias as etapas de extracdo da matéria organica soltvel das rochas
e o fracionamento de todas as amostras para obtencdo da fragdo dos hidrocarbonetos
saturados. Os resultados das analises cromatograficas, no modo SIM e MRM, indicaram
que houve diferencas entre os dois modos, com relacdo a resolucdo de determinados
compostos, assim como na tendéncia de aumento ou diminuicdo de razdes diagnosticas
amplamente empregadas nas avaliacdes de paleoambiente deposicional. A técnica da CG-
EM/EM no modo MRM mostrou-se mais precisa para o grupo de amostras de extratos de
rochas do que para os 6leos. Entretanto, para amostras com maior grau de maturidade,
como os Gleos estudados, recomenda-se 0 uso CG-EM/EM no modo MRM para familia
dos esteranos. As analises estatisticas aplicadas nesse estudo, a PCA e teste t,
corroboraram com as andlises qualitativas, posto que de modo geral as amostras se
agruparam de acordo com seus paleoambientes deposicionais, mostrando diferencas entre
0s modos de monitoramento utilizados.

Palavras chave: biomarcadores, triterpanos, esteranos, CG-EM/EM, paleoambiente
deposicional

ABSTRACT

Oil samples and source rocks in relation to the technique of chromatography in a multiple
reaction monitor (MRM) in order to optimize a method of analysis for the saturated
biomarkers of the triterpane and sterane families. In addition, the work had a qualitative
and effective comparison of data monitoring types (SIM and MRM) to evaluate the
influences of the monitoring on the evaluations in the evaluations of depositional
paleoenvironments of the source rock. For this, 13 samples from sedimentary basin
(Parand, Parnaiba, Potiguar and Santos) were analyzed, including samples of crude oil
and source rocks. The extraction of organic matter from the rocks and fractionation of all
the samples to obtain the fraction of the saturated hydrocarbons. The results of the
chromatographic analyses, in the SIM and MRM modes, showed that there were
differences between the two modes, in relation to the resolution of certain compounds, as
well as in the trend of increasing or decreasing diagnostic ratios widely employed in the



depositional paleoenvironment. The GC-MS/MS technique in the MRM mode was more
accurate for the group of rock extract samples than for the oils. However, for samples
with a higher degree of maturity, as in the case of the oils studied, it is recommended to
use GC-MS/MS in the MRM mode for the sterane family. The statistical analyses applied
in this study, such as PCA and t-test, corroborated with the qualitative analyzes, since in
general the samples were grouped according to their depositional paleoenvironments,
showing differences between the monitoring modes used.
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4.1 INTRODUCAO

O petroleo € uma mistura complexa composta predominantemente por
hidrocarbonetos (TISSOT; WELTE, 1984). E um material fossil resultante de
transformacfes geoquimicas da matéria orgdnica acumulada em rochas geradoras,
juntamente com sedimentos, a qual foi submetida a condi¢des adequadas de presséo e
temperatura por milhares de anos (WANG et al., 1999; MILANI, 2001). Em baixas
concentragdes também fazem parte desta mistura um importante grupo, de alta
complexidade, denominado de biomarcadores do petr6leo, os quais sdo amplamente
empregados na geoquimica do petroleo (PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005;
SPEIGHT, 2014).

Do ponto de vista da geoquimica organica, os biomarcadores saturados, como 0s
triterpanos e esteranos, sS40 compostos muito importantes presentes em quase todos tipos
de petrdleo e nos extratos de rochas geradoras, pois sdo originados das membranas
celulares de organismos procariontes e eucariontes, respectivamente (PETERS;
WALTERS; MOLDOWAN, 2005). Esses biomarcadores tém sido amplamente
investigados a nivel molecular e usados em razdes diagndsticas geoquimicas, com
relativo sucesso para obter informacdes a respeito das condi¢Ges do paleoambiente
deposicional da rocha geradora, sobre a origem e input da matéria organica, o grau de
maturidade térmica e o nivel de biodegradacdo dos dleos (SIMONEIT, 2005;
MULAGABAL et al., 2013; ZHANG et al., 2015).

A cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), no modo
monitoramento seletivo de ions (SIM) é a técnica convencional utilizada para a anélise
dos biomarcadores do petroleo (PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005).
Entretanto, esta técnica apresenta resolucéo insuficiente para determinados compostos,

cujas areas sao usadas nos calculos das razdes diagndsticas, fazendo necessario o uso de



técnicas mais avancadas como a cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
do tipo quadrupolo (CG-EM/EM), no modo MRM (PHILP et al., 1990; SONG et al.,
2013).

Com o advento dos modernos métodos analiticos e de instrumentacdo, o
desenvolvimento da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas do tipo
quadrupolo (CG-EM/EM) propiciou que muitas dessas deficiéncias encontradas na
separacao analitica pudessem ser superadas (ADHIKARI; WONG; OVERTON, 2017;
FARAJ et al., 2017). Diante disso, a proposta desse artigo foi otimizar os parametros de
anélise CG-EM/EM e avaliar sua aplicabilidade para a analise de biomarcadores
saturados através de um estudo comparativo entre os dois métodos cromatograficos —
SIM e MRM. Este estudo comparativo serd avaliado por meio da analise estatistica
multivariada dos dados obtidos para as principais razdes diagndsticas de biomarcadores
saturados empregadas nos estudos geoquimicos de paleoambiente deposicional da rocha
geradora, utilizando amostras de 6leos e extratos de rochas geradoras de diversas bacias

sedimentares brasileiras.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Selecao de amostras de rochas geradoras e de petréleo

Para investigacdo dos biomarcadores saturados das familias dos triterpanos e
esteranos, foram selecionadas no total de 13 amostras oriundas de bacias sedimentares
brasileiras de diferentes periodos geoldgicos, em que 5 foram referentes a petréleo e 8
referentes a rochas geradoras (Quadro 2). As amostras provenientes de rochas geradoras
foram selecionadas da base (Pn-1, Pn-2, Pb-1 e Pb-2) e do topo (Pn-3, Pn-4, Pb-3 e Pb-

4) dos afloramentos das bacias do Panara e Parnaiba.

4.2.2 Preparo e extracdo das amostras de rochas geradoras

As amostras de rocha geradora foram trituradas e pulverizadas utilizando um
moinho de esfera planetario (Retsch GmbH, modelo PM400) e, em seguida, peneiradas
utilizando uma peneira com abertura de 80 mesh. Todo material empregado na moagem
e pulverizacdo das amostras foi previamente descontaminado com &gua, detergente e

diclorometano.



Quadro 2 — Amostras de 6leo ou rocha de diferentes bacias sedimentares brasileiras

BACIA FORMACAO PERIODO PALEOAMBIENTE | MATRIZ | AMOSTRA
GEOLO- DEPOSICIONAL
GICO
Santos Picarros Cretaceo Lacustre salino Oleo 0S
Potiguar Alagamar Cretaceo Marinho evaporitico Oleo OP-1
Potiguar Alagamar Cretaceo Marinho evaporitico Oleo OP-2
Potiguar Pendéncia e Cretaceo Lacustre doce Oleo OP-3
Pescada
Potiguar Pendéncia e Cretaceo Lacustre doce Oleo OP-4
Pescada
Parana Irati Permiano Marinho hipersalino Rocha Pn-1
Parana Irati Permiano Marinho hipersalino Rocha Pn-2
Parana Irati Permiano Marinho transiocional Rocha Pn-3
Parana Irati Permiano Marinho transicional Rocha Pn-4
Parnaiba Pimenteiras Devoniano Marinho transicional Rocha Pb-1
Parnaiba Pimenteiras Devoniano Marinho transicional Rocha Pb-2
Parnaiba Pimenteiras Devoniano Marinho Rocha Pb-3
Parnaiba Pimenteiras Devoniano Marinho Rocha Pb-4

A matéria organica das amostras de rocha geradora foi obtida utilizando-se um
sistema Dionex ASE 350, ThermoFisher Scientific. O processo de extracdo da matéria
organica soltvel consistiu em células de extracdo de 100 mL na qual foram preenchidas
com as amostras de rocha cujas massas variaram entre 10 g a 80 g, além de cerca de 20
% de terra de diatoméaceas. O volume restante foi preenchido com terra de diatomaceas.
As extracOes foram baseadas no método EPA 3545A e suas condicBes foram: temperatura
de 150 °C por 7 minutos, seguido por uma extracdo estatica de 5 minutos, que se repetiu
por dois ciclos. O solvente de extracdo utilizado foi o diclorometano (MERCK®), com
volume de enxague de 75% do volume da célula, durante 60 s um fluxo de nitrogénio foi
utilizado para purgar o solvente a uma presséo de 1500 psi. Os extratos foram coletados

em frascos de 250 mL e transferidos para vials de 2 mL.

4.2.3 Fracionamento das amostras de petréleo bruto e dos extratos de rocha
geradora

As amostras de petrdleo bruto e de extratos de rochas geradora foram submetidos
ao procedimento de fracionamento através da cromatografia liquida em coluna para
obtencdo da fracdo dos hidrocarbonetos saturados. As colunas de vidro foram
empacotadas empregando como adsorvente a silica gel (MERCK®) até uma altura de 12
cm da coluna, utilizando o n-hexano (MERCK®) como solvente. Foram depositados ao

topo da coluna cerca de 20 mg das amostras e a fragcdo de interesse pdde ser obtida




utilizando 30 mL de n-hexano (MERCK®). Os eluatos foram pré-concentrados em
rotaevaporador e transferidos para vials de 2 mL.

Para retirar da fracdo dos hidrocarbonetos saturados lineares, deixando somente
os saturados ciclicos de interesse, foi realizado a etapa de passagem por peneira
molecular. Ao vial contendo a fragdo dos saturados, resultante da cromatografia em
coluna, foram adicionados o ciclohexano e a peneira molecular 5A (MERCK®), o qual
foram mantidos overnight. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para o insert, com
trés lavagens. Apds a evaporacdo do solvente, as amostras foram avolumadas com

ciclohexano até concentragdo de 0,05 mg/pL.

4.2.4 Analise de biomarcadores saturados pelo CG-EM/EM

As analises das fracdes saturadas ciclicas foram realizadas em um cromatégrafo a
gas Agilent 7890B acoplado a um espectrdmetro de massas Agilent 7000D triplo
quadrupolo equipado com uma coluna HP-5MS 5(%-fenil-metilpolisiloxano) de 30 m x
0,25 mm x 0,25 um. O hélio foi usado como gas de arraste a um fluxo constante (1
mL.min™t) e 1 puL da amostra foi injetada no modo splitless, com injetor a 300 °C. O forno
de CG foi inicialmente ajustado para 55 ° C com um tempo de espera de 2 min e
programado para 200 ° C a 20 °C.min* durante 3 min e em seguida foi programado a 290
°C com uma rampa de 1,5 °C.min durante 8 min. O espectrometro de massas foi operado
com uma fonte de ions por ionizacédo de elétrons (EI), com energia de ionizacdo de 70 eV
a 230 °C. E a linha de transferéncia foi de 205 °C.

Foram utilizados dois modos de aquisicdes do espectrometro de massas, 0
monitoramento de ions selecionados (SIM), para monitoramento dos ions m/z 191
(triterpanos), m/z 217 (esteranos) e m/z 259 (poliprenoides tetraciclicos), identificados
com base na ordem de eluicdo de trabalhos da literatura como Rangel e colaboradores
(2017), Sefein, Nguyen e Philp (2017), Liu, Zhang e Li (2014), Petersen, Nytoft, Nielsen
(2004), De Grande, Aquino-Neto, Melo (1993) e o monitoramento de reacdes multiplas
(MRM), com energias de transi¢ao e energia de coliséo (Tabela 6, 7 e 8) adaptados dos
trabalhos de Cheng e colaboradores (2018), Mei (2018), Rangel e colaboradores (2017),
Sefein, Nguyen e Philp (2017), Saito e colaboradores (2016), Li e colaboradores (2015),
Mathur (2014), Bojesen-Koefoed, Nytoft e Dau (2009), Petersen, Nytoft, Nielsen (2004),
Philp, Oung e Lewis (1988) para a familia dos triterpanos, familia dos esteranos/

diaesteranos e diasteranos/ tetraciclicos poliprenoides (TPP), respectivamente. A



definicdo do tempo das janelas (TJ) e seus respectivos tempos de retencdo encontram-se
na Tabela 9.

Tabela 6: Condic¢es otimizadas para os compostos da familia dos triterpanos

Codigo Composto MRM TJ CID
(m/z) (eV)
TR19 C19 terpano triciclico 262,3— 191,2 1 10
TR20 C20 terpano triciclico 276,3— 191,2 1 10
TR21 C21 terpano triciclico 290,3— 191,2 2 10
TR22 C22 terpano triciclico 304,3— 191,2 2 10
TR23 C23 terpano triciclico 318,3— 191,2 2 10
TR24 C24 terpano triciclico 332,3— 191,2 2 10
TR25A C25 terpano triciclico (o) 346,4— 191,2 2 10
TR25B C25 terpano triciclico () 346,4— 1912 2 10
TET24 C24 terpano tetraciclico 330,3— 191,2 2 10
TR26A C26 terpano triciclico (o) 360,4— 1912 2 10
TR26B C26 terpano triciclico (B) 360,4— 191,2 2 10
TR28A C28 terpano triciclico (o) 388,4— 1912 3 10
TR28B C28 terpano triciclico (B) 388,4— 191,2 3 10
TR29A C29 terpano triciclico (o) 402,4— 1912 4 10
TR29B C29 terpano triciclico (B) 402,4— 191,2 4 10
Ts 18a(H),21B(H)-22,29,30-trisnornechopano 370,4— 1912 5 10
m 17a(H),21p(H)-22,29,30-trisnorhopano 370,4— 1912 5 10
TR30A C30 terpano triciclico (o) 416,4— 1912 5 10
TR30B C30 terpano triciclico (B) 416,4— 191,2 5 10
H28 17a(H),18a(H),21B(H)-28,30-bisnorhopano 384,4— 191,2 5 10
H29 170(H),180(H),21B(H)-norhopano 398,4— 191,2 5 10
C29Ts 18a(H),21B(H)30 norneohopano 398,4— 1912 5 10
DH30 170(H)diahopano 412,4— 1912 5 10
M29 17a(H),21 B(H)-30-norhopano (normoretano) 398,4— 191,2 5 10
H30 170(H),21B(H)-hopano 412,4— 1912 6 10
M30 17B(H),210(H)-hopano (moretano) 412,4— 191,2 6 10
H31S 170(H),21B(H)-30-homohopano(22S) 426,4— 191,2 7 10
H31R 170(H),21B(H)-30-homohopane(22R) 426,4— 191,2 7 10
GAM Gamacerano 412,4— 1912 7 10
H32S 17a(H),21B(H)-30,31-bishomohopano(22S) 440,4— 1912 7 10
H32R 170(H),21B(H)-30,31-bishomohopano(22R) 440,4— 1912 7 10
H33S 17a(H),21B(H)-30,31,32-trishomohopano(22S) 454 4— 1912 7 10
H33R 170(H),21B(H)-30,31,32-trishomohopano(22R) 454,4— 1912 7 10
H34S 170(H),21B(H)-30,31,32,33- 468,5— 191,2 7 10
tetrakishomohopano(22S)
H34R 170(H),21B(H)-30,31,32,33- 468,5— 191,2 7 10
tetrakishomohopano(22R)
H35S 170(H),21B(H)-30,31,32,33,34- 482,5— 191,2 7 10
pentakishomohopano(22S)
H35R 170(H),21B(H)-30,31,32,33,34- 482,5— 191,2 7 10

pentakishomohopano(22R)




Tabela 7: Condigdes otimizadas para os compostos da familia dos esteranos

Codigo Composto Precursor  Produto TJ CID
(eV)
S20 C20 50(H),14a(H),17a(H)-esterano 2743— 217,2 1 10
S21 C21 5u(H),14B(H),17p(H)-esterano 288,3— 217,2 2 10
S22 C22 5a(H),14p(H),17p(H)-esterano 302,3— 217,2 2 10
DIA27S 13B(H),17a(H)-diacolestano (20S) 372,4— 217,22 3 10
DIA27R 13B(H),17a(H)-diacolestano (20R) 3724— 217,22 3 10
DIA27 SS  13a(H),17p(H)-diacolestano (20S) 372,4— 217,22 3 10
DIA27RR  13a(H),17p(H)-diacolestano (20R) 3724— 217,22 3 10
C27S 5a(H),14a(H),17a(H)-colestano (20S) 3724— 2172 4 10
C27BBR  5a(H),14B(H),17B(H)-colestano (20R) 3724— 217,22 4 10
C27BBS  5a(H),14p(H),17B(H)- colestano (20S) 372,4— 217,22 4 10
C27R 5a(H),14a(H),170(H)-colestano (20R) 3724— 217,2 5 10
DIA28S 13B(H),170(H)-diaergostano (20S) 386,4— 217,2 3 10
DIA28R 13B(H),17a(H)-diaergostano (20R) 386,4— 217,2 4 10
DIA28SS 13a(H),17p(H)-diaergostano (20S) 386,4— 217,2 4 10
DIA28RR  13a(H),17p(H)-diaergostano (20R) 386,4— 217,2 5 10
C28S C28 20S-5a(H), 14a(H), 17a(H)-ergostano 386,4— 217,2 5 10
C28BBR €28 20R-5u(H), 14p(H), 17B(H)- ergostano 386,4— 217,2 5 10
C28BBS C28 20S-5a(H), 14p(H),17p(H)- ergostano 386,4— 2172 5 10
C28R C28 20R-50(H), 14a(H), 17a(H)- ergostano 386,4— 217,2 5 10
DIA29S 13B(H),170(H)-diaestigmastano (20S) 400,4— 217,2 4 10
DIA29R 13B(H),17a(H)-diaestigmastano (20R) 400,4— 2172 5 10
DIA29SS 13a(H),17p(H)-diaestigmastano (20S) 400,4— 217,2 5 10
DIA29RR  13a(H),17B(H)-diaestigmastano (20R) 400,4— 217,2 5 10
C29S Sa(H),14a(H),17a(H)-estigmastano (20S) 400,4— 2172 5 10
C29BBR  50(H),14B(H),17B(H)-estigmastano (20R) 400,4— 217,2 5 10
C29BBS  5a(H),14B(H),17B(H)-estigmastano (20S) 400,4— 217,2 5 10
C29R 5a(H),14a(H),170(H)-estigmastano (20R) 400,4— 217,2 5 10
Tabela 8: Condigdes otimizadas para os compostos da familia dos diasteranos e TPP
Cadigo Composto Precursor ~ Produto  TJ CID
(eV)
DIA 27S 13B(H),17a(H)-diacolestano (20S) 372,4— 2593 3 10
DIA 27R 13B(H),17a(H)-diacolestano (20R) 372,4— 2593 3 10
DIA27 SS 13a(H),17p(H)-diacolestano (20S) 372,4— 259;3 3 10
DIA27RR  13a(H),17p(H)-diacolestano (20R) 372,4— 259,3 3 10
C30 TPP Tetraciclico poliprenoide 414,4— 259,3 5 10
Tabela 9 - Tempo de retencdo para cada tempo de janela na andlise MRM
Tempo da Janela TJ1 TJ2 TJ3 TJ4 TJ5 TJ6 TJ7

(TJ)

Tempo de Retengdo  8-19,1  19,1-37 37-43,15 43,15-45,7 45,7-56,5 56,5-60,5 60,5-80
(min)




Vinte nove transicoes MRM para 67 compostos analisados foram divididos em 7
janelas, dependendo dos tempos de retengéo de cada composto analisado. O tempo Dwel
para cada transicdo foi 50 ms e as energias de colisdo da célula de colisdo foi 10 eV
(Tabelas 6, 7, 8).

Os compostos resultantes dos cromatogramas correspondentes aos biomarcadores
saturados obtidos pelo modo SIM e MRM tiveram suas areas integradas para os célculos

das raz@es diagnosticas de interesse.

4.2.5 Tratamento dos dados e identificacdo dos compostos

Os dados obtidos a partir das andlises realizadas no CG-EM/EM foram
processados empregando o Agilent Technologies Mass Hunter Workstation Qualitative
Analysis Software. Os compostos correspondentes aos biomarcadores saturados obtidos
pelo modo SIM e MRM tiveram suas areas integradas automaticamente para os calculos
das razbes diagnosticas de interesse, como: GAM/Hszo, Has/Hza, Ha2o/Hzo, Has/H2o,
TET24/H30, TET24/TRI26, TRI23/TRI24, TRI1o/TRI23, Hop/Est, TRI/Hop, Ts/(Ts+Tm),
SI(S+R)C29Est, TRI21/TRI23, TRI2a/TRI2s, TRI26s/TRI2s, TRI26/TRI2g, TR23/Hazo,
Hos/TRI23, Gam/TRI23, H20/C29Ts, abb/(abb+aaa)CooEst, %27Est, %28Est, %29Est,
TPP30, %DI1A27, %DIA2g, %DI1A2.

Os dados resultantes dos calculos das razdes diagnosticas de biomarcadores
saturados foram submetidos ao tratamento estatistico, utilizando ferramentas de analises
estatisticas multivariadas, através do programa Statistica para Windows, versdo 7.0 da
Statsoft Inc.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Toda a parte da otimizagdo do método da CG-EM/EM para a analise dos
biomarcadores saturados das familias dos triterpanos, esteranos, diaesteranos e TPP, para
0 monitoramento no modo MRM, foi realizada, conforme mostrado na Secdo 4.2.5,
utilizando a amostra de 6leo da bacia Potiguar (OP-3) e, em seguida, foi adotada para
todos os tipos de amostras empregadas nesse trabalho.

Devido ao elevado nimero de resultados gerados pelos modos SIM e MRM, foi

necessario empregar um tratamento estatistico a fim de que os resultados fossem



apresentados e discutidos com maior clareza. Os resultados dessas analises estdo
descritos, inicialmente de forma qualitativa, analisando os cromatogramas e suas razoes
diagnosticas, e, posteriormente, todos os resultados foram analisados de forma conjunta

através de ferramentas estatisticas.

5.3.1 Amostras de extratos de rochas geradoras

As amostras cujas matrizes foram de rochas geradoras foram subdivididas pelas
suas referentes bacias sedimentares, Bacia do Parana e Bacia do Parnaiba, as quais
englobam as Fm. Irati e Fm. Pimenteiras, respectivamente. Essas bacias séo do tipo
intracratonicas e estudos anteriores de Zambrano (2015) e Martins (2018) mostraram que
ambos afloramentos ndo atingiram o estagio de evolucao térmica sufuciente e a matéria
organica presente nas rochas encontra-se imatura.

A Fm. Irati faz parte da Supersequéncia Gondwana |, uma entre as seis
superseqlencias que compdem a Bacia do Parana, na qual sdo representadas por
sucessdes sedimentares que definem ciclos transgressivo-regressivos ligados a oscilagdes
do nivel relativo do mar no Paleozoico (MILANI et al., 2007; REIS et al., 2018). Essa
Supersequéncia corresponde a sedimentacao diretamente ligada ao degelo da calota polar,
na sua por¢do mais inferior, seguido por um ciclo sedimentar que alcanca condigdes de
méaximas inundacdes, finalizando-se com sistemas deposicionais continentais. Dessa
forma, a evolucdo dessa bacia é caracterizada por um evento singular que ocasionou o
desenvolvimento de um contexto ambiental hipersalino na Fm. Irati (MILANI et al.,
2007).

Martins (2018) analisou as condi¢cdes ambientais nas quais foram depositados 0s
sedimentos ricos em matéria organica da Fm. Irati, nas mesmas amostras utilizadas no
presente estudo. O querogénio para as amostras foi classificado como sendo do tipo | para
aquelas localizadas na base do afloramento, mudando para o tipo IV nas amostras
localizadas no topo do afloramento. Sugeriu-se que o paleoambiente deposicional evoluiu
de marinho, na base do afloramento, para marinho com evidéncia de entrada de material
organico continental, constituido de fitoclastos para as amostras do topo do afloramento.
As raz0es diagnosticas para biomarcadores para este afloramento, sugeriram querogénio
derivado de matéria organica marinha (plancton/algas), depositada em ambiente marinho

hipersalino andxico a subdxico, na base, e principalmente de matéria organica terrestre



com aporte de organismos de dgua doce/salobra, depositados em ambiente éxico no topo
do afloramento.

O outro grupo de amostras estudadas no presente trabalho foi coletado da base
(Pb-1 e Pb-2) e do topo (Pb-3 e Pb-4) do afloramento da Fm. Pimenteiras, as quais sao
provenientes da Bacia do Parnaiba que faz parte da sequéncia Mesodevoniana-
Eocarbonifera (VAZ et al., 2007). Este afloramento é um exemplo da inumdagao marinha
na Bacia do Parnaiba ocorrido no Devoniano, cujo evento foi evidenciado por Zambrano
(2015), que por meio do seu trabalho apontou diferencas significativas da matéria
organica que constitui a base e o topo do afloramento empregado no presente estudo.
Zambrano (2015) concluiu que houve predominio do querogénio do tipo I11, com indicios
de mistura entre matéria organica terrestre e marinha (tipo 1l1/111). Nas amostras da base
do afloramento foi sugerida a existéncia de matéria organica mista, com predominancia
terrestre, mas com aporte de organismo de agua doce/salobra, depositados sob condicao
sub-Oxica a oOxica. Nas amostras de topo foi identificada matéria organica mista com
aporte terrestre, mas com contribuicdo de organismos marinhos (algas).

A seguir sdo apresentadas as diferencas qualitativas evidenciadas atraves dos
resultados cromatograficos empregando-se os dois modos de monitoramento (SIM e
MRM) para as amostras representativas dos paleoambientes de cada bacia.

5.3.1.1 Bacia do Parana

As amostras da base (Pn-1 e Pn-2) e do topo (Pn-3 e Pn-4) foram analisadas
através de dois modos de operacdo do CG-EM/EM e todos os cromatogramas encontram-
se no Apéndice A e B. Abaixo foi mostrado o0s cromatogramas das amostras
representativas, no modo SIM (Figura 4) de cada ambiente: marinho hipersalino (Pn-2)
referente a base do afloramento e marinho transicional (Pn-4) para o topo. Notou-se pelos
cromatogramas sobrepostos as diferencgas entre as distribui¢fes dos picos nas amostras
devido a mudanca dos seus respectivos paleoambientes no qual suas rochas geradoras
foram depositadas. Além disso, observou-se que para a amostra Pn-2 houve um aumento

na linha de base na regido dos triciclicos que néo foi observada para a amostra Pn-4.



Figura 1 - Cromatogramas obtidos pelo monitoramento no modo SIM (m/z 191) representativo
da Bacia do Parand caracteristico de paleoambiente marinho hipersalino (Pn-2) e marinho
transicional (Pn-4)
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Para analise dos biomarcadores da familia dos triterpanos comumente se utiliza o
modo SIM pelo monitoramento do ion m/z 191 (AQUINO NETO et al, 1982; PETERS;
WALTERS; MOLDOWAN, 2005), e, neste modo os compostos tendem a ser melhores
resolvidos do que os esteranos, diaesteranos e TPP. Entretanto, analisando o0s
cromatogramas representativos da base e do topo desse afloramento (Figura 4) é possivel
observar compostos (picos) mal definidos, com baixa resolucdo cromatogréfica,
possivelmente como resultado da ocorréncia de coelui¢bes (entre isdmeros), baixa
abundancia do composto na amostra ou ainda a limitacdo do modo de operacdo SIM. Os
compostos TR19, TR23, TR25A/B, TR26A/B, TR28A/B, TR29A/B e TR30A/B
apresentaram essas caracteristicas no cromatograma.

As Figuras 5 e 6 apresentam 0s cromatogramas separadamente para cada
paleoambiente estudado, fazendo um comparativo entre aos dois modos de
monitoramento da CG-EM/EM: SIM (a) e MRM (b).



Figura 2 - Cromatogramas obtidos pelo monitoramento no modo SIM (m/z 191) (a) e MRM (b)
representativo da Bacia do Parana caracteristico de paleoambiente marinho hipersalino (Pn-2)
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Trasn;oes utlllzadas no modo MRM para obtengao do compostos TR19 (m/z 262 3—»191 2) TR20 (m/z
276,3—191,2); TR21 (m/2290,3—191,2); TR22 (m/z2304,3—191,2); TR23 (M/2 318,3—191,2); TR24 (m/z
332,3—191,2); TR25A/B (m/z 346,4—191,2); TET24 (m/z 330,3—191,2); TR26A/B (m/z 360,4—191,2);
TR28A/B (m/z 388,4—191,2); TR29A/B (m/z 402,4—191,2); Ts/Tm (m/z 370,4—191,2); TR30A/B (m/z
416,4—191,2) H28 (m/z 384,4—191,2); H29/ C29Ts/M29 (m/z 398,4—191,2); DH30/H30/ M30/ GAM
(m/z 412,4—191,2); H31(S+R) (m/z 426,4—191,2); H32(S+R) (m/z 440,4—191,2); H33(S+R) (m/z
454,4—191,2); H34(S+R) (m/z 468,5—191,2); H35(S+R) (m/z 482,5—191,2).




Figura 3 - Cromatogramas obtidos pelo monitoramento no modo SIM (m/z 191) (a) e MRM (b)
representativo da Bacia do Parana caracteristico de paleoambiente marinho transicional (Pn-4)
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Trasu;oes utlllzadas no modo MRM para obtengao do compostosTR19 (m/z 262 3—»191 2); TR20 (m/z
276,3—191,2); TR21 (m/2 290,3—191,2); TR22 (m/z2304,3—191,2); TR23 (M/z 318,3—191,2); TR24 (m/z
332,3—191,2); TR25A/B (m/z 346,4—191,2); TET24 (m/z 330,3—191,2); TR26A/B (m/z 360,4—191,2);
TR28A/B (m/z 388,4—191,2); TR29A/B (m/z 402,4—191,2); Ts/Tm (m/z 370,4—191,2); TR30A/B (m/z
416,4—191,2) H28 (m/z 384,4—191,2); H29/ C29Ts/M29 (m/z 398,4—191,2); DH30/H30/ M30/ GAM
(m/z 412,4—191,2); H31(S+R) (m/z 426,4—191,2); H32(S+R) (m/z 440,4—191,2); H33(S+R) (m/z
454,4—191,2); H34(S+R) (m/z 468,5—191,2); H35(S+R) (m/z 482,5—191,2).

Os terpanos triciclicos TR26A/B desmonstraram uma ma separagdo, quando
analisados no modo SIM, principalmente, nas amostras da base Pn-2 (Figura 7a). Ao
comparar com 0 modo MRM, observa-se picos mais definidos e separados, indicando a
maior seletividade do método. Essa dificuldade também foi percebida para os compostos
TR28A/B (Figura 7b) e TR29A/B (Figura 7 c).



Figura 4 - Comparativo entre os dois modos de monitoramento, SIM e MRM, para 0s compostos
terpanos triciclicos TR26A/B (a), TR28A/B (b) e TR29A/B (c) para amostras representativas da
Bacia do Parana
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Comparativamente, 0 modo MRM apresentou, para as mesmas amostras, picos
com melhor resolu¢do, mesmo para aqueles compostos que se encontram em baixas
concentragfes nas amostras, como o caso dos terpanos triciclicos. 1sso pode ser explicado
pelas caracteristicas do modo de operagdo MRM, onde é possivel fragmentar o ion
caracteristico de um determinado analito e obter o seu ion produto. Este fato permite uma
maior seletividade quando comparado ao modo SIM, em que apenas o ion caracteristico
do composto é considerado. Dessa forma, se mais de um composto ou classe de
compostos apresenta 0 mesmo ion principal, 0 modo SIM é incapaz de diferencia-los
(PETERS; WALTER; MOLDOWAN, 2005; ADHIKARI; WONG; OVERTON, 2017).

Em relacdo a obtencdo dos compostos pertencentes as familias dos esteranos,
diaesteranos e TPP pelo modo SIM, o monitoramento usualmente ocorre pelos ions m/z
217 e m/z 259 (PETERS; WALTER; MOLDOWAN, 2005; COIMBRA, 2006; PETERS
etal., 2014) e pelos cromatogramas gerados (Figura 8a e 8c) observou-se coelui¢des entre
0s compostos DIA2sSS e 0 C27S, C27BBR e 0 DIA29S, 0 DIA2sSS e 0 Cy7S, DIA2sRR e 0
DIA29R, DIA2RR e 0 C2BBR. Atraves do modo MRM foi possivel obter esses
compostos de maneira separada, conferindo uma maior confiabilidade nas medidas de
areas integradas, consequentemente, nas razdes diagnosticas.

Novamente, pode-se observar a vantagem do uso do modo MRM. Diferente do

modo SIM, onde o ion caracteristico é fragmentado apenas uma vez, com energia de 70



eV, no modo MRM, este mesmo ion sofre uma nova fragmentagdo, com energias
especificas, as quais apds definidas, sdo usadas para aumentar a seletividade e a
sensibilidade do método e impedir coelui¢cdes, uma vez que um ion caracteristico, ao ser
fragmentado, ird4 produzir um ion produto especifico do composto em analise. Essas
caracteristicas do modo de operagdo MRM podem tanto servir para evitar coeluicGes,
quando elas existirem, quanto para aumentar a sensibilidade do método de analise
(ADHIKARI; WONG; OVERTON, 2017). Por esse motivo, conforme observado na

Figura 8, algumas razdes ora aumentam, ora diminuem ao serem comparadas.



Figura 5 - Cromatogramas representativos da Bacia do Parana caracteristico de paleoambiente marinho hipersalino (Pn-2) e marinho transicional (Pn-4), obtidos
pelo monitoramento no modo SIM (m/z 217) (a, ¢) € MRM (b, d)
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Trasi¢Oes utilizadas no modo MRM para obtengdo do esteranos DIA27S/ DIA27R/ DIA27SS/ DIA27RR/ C27S/ C27BBR/ C27BBS/ C27R (m/z 372,4—217,2); DIA28S/

DIA28R/ DIA28SS/ DIA28RR/ C28S/ C28BBR/ C28BBS/ C28R (M/z 386,4—217,2); DIA29S/ DIA29R/ DIA29SS/ DIA29RR/ C29S/ C29BBR/ C29BBS/ C29R (m/z
400,4—217,2).



Figura 6 - Cromatogramas representativos da Bacia do Parana caracteristico de paleoambiente marinho hipersalino (Pn-2) e marinho transicional (Pn-4), obtidos
pelo monitoramento no modo SIM (m/z 259) (a, ¢) e MRM (b, d)
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Trasi¢des utilizadas no modo MRM para obten¢do do esteranos DIA27S/ DIA27R/ DIA27SS/ DIA27RR (m/z 372,4—259,3)/ TPP (m/z 414,4—259,3).



5.3.1.2 Bacia do Parnaiba

As amostras da base (Pb-1 e Pb-2) e do topo (Pb-3 e Pb-4) foram analisadas
através de dois modos de operacdo do CG-EM/EM e todos os cromatogramas encontram-
se no Apéndice A e B. Abaixo foi mostrado os cromatogramas das amostras
representativas, no modo SIM (Figura 10) de cada ambiente: marinho transicional (Pb-1)
referente a base do afloramento e marinho (Pb-3) para o topo. Com a variagcdo do
paleoambiente deposicional das amostras, observou-se através da sobreposicdo dos
cromatogramas de massas diferencas na regido dos triciclicos, sendo mais proeminentes
nos homohopanos, apresentando um aumento da linha de base, consequentemente, uma

ma resolucdo nesses picos para a amostra da base Pb-1.

Figura 7 - Cromatogramas obtidos pelo modo SIM (m/z 191) representativo da Bacia do Parnaiba
caracteristico de paleoambiente marinho transicional (Pb-1) e marinho (Pb-3)
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A andlise qualitativa de duas amostras, representativas da Bacia do Parnaiba,
através dos seus cromatogramas de massas no modo SIM, pelo monitoramento do ion m/z

191, foi comparada com a anélise obtida pelo modo MRM (Figura 11 e 12).



Figura 8 - Cromatogramas obtidos pelo monitoramento no modo SIM (m/z 191) (a) e MRM (b)
representativo da Bacia do Parnaiba caracteristico de paleoambiente marinho transicional (Pb-1)
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Trasn;oes utlllzadas no modo MRM para obtengao do compostosTRlQ (m/z 262,3—191,2); TR20 (m/z
276,3—191,2); TR21 (m/z2 290,3—191,2); TR22 (m/z2304,3—191,2); TR23 (M/z 318,3—191,2); TR24 (m/z
332,3—191,2); TR25A/B (m/z 346,4—191,2); TET24 (m/z 330,3—191,2); TR26A/B (m/z 360,4—191,2);
TR28A/B (m/z 388,4—191,2); TR29A/B (m/z 402,4—191,2); Ts/Tm (m/z 370,4—191,2); TR30A/B (m/z
416,4—191,2) H28 (m/z 384,4—191,2); H29/ C29Ts/M29 (m/z 398,4—191,2); DH30/H30/ M30/ GAM
(m/z 412,4—191,2); H31(S+R) (m/z 426,4—191,2); H32(S+R) (m/z 440,4—191,2); H33(S+R) (m/z

454,4—191,2): H34(S+R) (M/z 468,5—191,2); H35(S+R) (m/z 482,5—191,2).



Figura 9 - Cromatogramas obtidos pelo monitoramento no modo SIM (m/z 191) (a) e MRM (b)
representativo da Bacia do Parnaiba caracteristico de paleoambiente marinho (Pb-3)
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Trasu;oes utlllzadas no modo MRM para obtengao do compostosTR19 (m/z 262 3—»191 2) TR20 (m/z
276,3—191,2); TR21 (Mm/2 290,3—191,2); TR22 (m/z 304,3—191,2); TR23 (m/z 318,3—191,2); TR24 (m/z
332,3—191,2); TR25A/B (m/z 346,4—191,2); TET24 (m/z 330,3—191,2); TR26A/B (m/z 360,4—191,2);
TR28A/B (m/z 388,4—191,2); TR29A/B (m/z 402,4—191,2); Ts/Tm (m/z 370,4—191,2); TR30A/B (m/z
416,4—191,2) H28 (m/z 384,4—191,2); H29/ C29Ts/M29 (m/z 398,4—191,2); DH30/H30/ M30/ GAM
(m/z 412,4—191,2); H31(S+R) (m/z 426,4—191,2); H32(S+R) (m/z 440,4—191,2); H33(S+R) (m/z
454,4—191,2); H34(S+R) (M/z 468,5—191,2); H35(S+R) (m/z 482,5—191,2).

Para os problemas de coeluicdo evidenciados entre os compostos triciclicos
terpanos e tetraciclico, observou-se através dos compostos TET24, TR26A/B e TR28A/B,
TR29A/B e TR30A/B (Figura 13) uma separacdo com menor eficiéncia pelo modo SIM.
Entretanto, foi observado que através do modo MRM, os compostos em questdo foram
melhores resolvidos, aumentando os valores de razBes diagnosticas, como por exemplo,
0 da razdo TR26/TR28 (Apéndice C).



Figura 10 - Comparativo entre os dois modos de monitoramento, SIM e MRM, para 0s compostos
TET24 (a), TR26A/B (a), TR28A/B (b) para amostras representativas da Bacia do Parnaiba
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Para essas analises das amostras da Bacia do Parnaiba, também, encontrou-se
problemas de coeluigdo para os compostos da série dos hopanos e homohopanos. Através
do comparativo entre 0s modos de monitoramento apresentado na Figura 14, mostra-se
qgue o0 modo MRM fornece maior acurécia para compostos como H29, H32S/R, H34S/R
e H35S/R.



Figura 11 - Comparativo entre os dois modos de monitoramento, SIM e MRM, para 0s compostos
H29, C29Ts (a), TR26A/B (a), TR28A/B (b) para amostras representativas da Bacia do Parnaiba

MRM
398,4->191,2

. .. i

a) SIM - Pb-1 (marinho transicional) I
. il

(m/z 191) (marinho) \' “\

*x102 [+EISIM(191,0) SIM 303-07SIM.D \

115
11

1.05

1

095
09
085
028
075
07
065
06
055
05
045
04
035
03
025
02
015
01
0.05

0
14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 V4 76 78
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)
|
/ MRM
/
/ 440,4->191,2
f’ m
/ x02 o~
/ s M
/ ¥ T
| 105
/ 1
/ |
b) ] - / 0ss
SIM - Pb-1 (marinho transicional) / 09
(m/z 191) (marinho) o ”
0.75:

*102 |-EISMIE10 5IM 330750 07 |
115 0.65: m ‘
11 08 oM ‘
185 055 T

} §‘ 05
95 ‘ 045 l
05 \ 04 ’
. os
| | 03
U;B ‘ 025 I |
| 0z il
| os [\
| ol (R |
NN AR
1 e S ———
N I
4
"
2 1 g
‘ g | k2 @
L3 s &
N l 1E B E
0 ke v B
AU A, ol ED
005 ! \ "-"JIE"“‘”'*F‘P‘M-J‘M.,.»._Lyl\"l.\,‘w\_q»}: L A=
o
W% 1@ 2 2 4 % B/ W 2 M K B/ 0 42 4 &% M 0 52 54 % 50 6D 62 B4 B BB W 2 M ™ T
Counls (%) v Acquisiben Time (min)




¢ sim

(m/z 191)

- Pb-1 (marinho transicional)

(marinho)

+£1 SIM(191,0) SIM 303-07SIM.D

TR23

';%ﬁzz
é-s-—

a2
15 MRM
1 468,5->191,2

H34R

b J
Lw;ﬁﬂ{” W e,

14 16 18 20 22 24 26 23 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62

Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

64 66 63

1.15
11
1.05;

0.95:
09
0.85
08
0.75
07
0.65
06
0.55.
05
0.45.
04
0.35
03
0.2
02
0.15
01
0.05

d sm

(m/z 191)

- Pb-1 (marinho transicional)

(marinho)

+EI SIM(191.0) SIM 303-07SIM.D
1

TR22

Ll
ALl \

TR23
TR24

R25AB

a
2
£
£

ik

MMWM

oA

MRM
482,5->191,2

H35S

35R

%15 18

N 2 24 % 2 W P B B B 40 4 4 4
A

Counts (%) vs. Acqui

54 56 58 €0 62 64 65 68 0 72 74 78 78

Os cromatogramas de massas referentes ao monitoramento do ion m/z 217 e m/z

259 para a familia dos esteranos e diaesteranos e TPP para a Bacia do Parnaiba (Figura

15 e 16) mostraram as mesmas tendéncias observadas para aqueles analisados nas

amostras da Bacia do Parana (Figura 5). Os compostos mostraram coelui¢do no modo




SIM, enquanto que no modo MRM houve uma melhor separacdo dos compostos em

questéo.

5.3.2 Amostras de 6leo

Diferentemente das amostras empregadas nesse estudo de rochas geradoras
provenientes de bacias intracratonicas, as amostras de 6leo das Bacias Potiguar e Santos,
sdo provenientes da evolugéo tectono-sedimentar da margem continental brasileira. Estas
bacias fazem parte de um sistema continuo de bacias sedimentares originadas pelos
mecanismos de distensdo listosférica que, a partir do Mesozoico, conduziram a ruptura
do paleocontinente Gondwana (MILANI et al., 2000).

As quatro amostras de 6leo provenientes da bacia Potiguar (OP-1, OP-2, OP-3 e
OP-4) foram anteriormente caracterizadas por Alves e colaboradores (2018) o qual
objetivaram correlaciona-las as suas respectivas rochas geradoras através de diversas
ferramentas geoquimicas, como pelos parametros de compostos biomarcadores, pelas
concentracdes de metais, assim como pelas analises isotopicas de carbono. Logo sugeriu-
se que as amostras OP-1 e OP-2 foram provenientes de rochas geradora depositadas em
paleoambiente deposicional marinho evaporitico e as amostras OP-3 e OP-4, em
paleoambiente lacustre doce. Ja a amostra proveniente da bacia de Santos (OS) foi
caracterizada no trabalho de Reyes (2015) como proveniente de uma rocha geradora
depositada em um paleoambiente lacustre salino.

Pela quantidade e distribuicdo das amostras referentes a estas bacias, as analises
qualitativas dos cromatogramas de massas foram apresentadas no mesmo item, conforme

segue.

5.3.2.1 Bacia de Santos e Bacia Potiguar

A andlise qualitativa dos cromatogramas dos terpanos (m/z 191) das amostras de
6leo representadas como OS, OP-2 e OP-3, cujos paleoambientes deposicionais da rocha
geradora foram classificados como: lacustre salino, marinho evaporitico e lacustre doce,
respectivamente, mostrou que no modo SIM foi possivel identificar de forma mais precisa
0s compostos (Figura 17), quando comparado aos resultados obtidos para as amostras de
extrato de rocha geradora (Figuras 4 e 10). Esse comportamento pode ser explicado pelo
fato dos terpanos estarem, normalmente, em concentracGes mais elevadas em petroleos
classificados como médios, como é o caso das amostras de 6leo estudadas, do que em

extratos de rochas geradoras.



Figura 12 - Cromatogramas representativos da Bacia do Parnaiba caracteristico de paleoambiente marinho transicional (Pb-1) e marinho (Pb-3), obtidos pelo
monitoramento no modo SIM (m/z 217) (a, ¢) e MRM (b, d)
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Trasu;oes utilizadas no modo MRM para obten¢do do esteranos DIA27S/ DIA27R/ DIA27SS/ DIA27RR/ C27S/ C27BBR/ C27BBS/ C27R (m/z 372,4—217,2); DIA28S/
DIA28R/ DIA28SS/ DIA28RR/ C28S/ C28BBR/ C28BBS/ C28R (m/z 386,4—217,2); DIA29S/ DIA29R/ DIA29SS/ DIA29RR/ C29S/ C29BBR/ C29BBS/ C29R (m/z

400,4—217,2).



Figura 13 - Cromatogramas representativos da Bacia do Parnaiba caracteristico de paleoambiente marinho transicional (Pb-1) e marinho (Pb-3), obtidos pelo

monitoramento no modo SIM (m/z 259) (a, ¢) e MRM (b, d)
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Trasi¢des utilizadas no modo MRM para obtengao do esteranos DIA27S/ DIA27R/ DIA27SS/ DIA27RR (m/z 372,4—259,3)/ TPP (m/z 414,4—259,3).



Na Figura 17 foi apresentado os trés cromatogramas representativos dos o6leos, de

modo sobreposto, a fim de avaliar as diferencas em relacdo as variaghes de

paleoambientes deposicionais, comparando a amostra OP-2 e OS (Figura 17a), OP-2 e
OP-3 (Figura 17b) e OP-3 e OS (Figura 17c).

Figura 14 - Cromatogramas obtidos pelo modo SIM (m/z 191) representativo da Bacia Potiguar
e Santos caracteristicos de paleoambiente marinho evaporitico (OP-2), lacustre doce (OP-3) e

lacustre salino (OS)
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Observou-se que as diferengas nos cromatogramas foram mais destacaveis para
as amostras OP-2 e OP-3 (Figura 17b) e OP-3 e OS (Figura 17c), indicando que as
distribuicbes dos picos modificaram devido a variacdo do paleoambiente deposicional,
ou pela concentracdo das amostras ou devido aos niveis de maturacdo o qual cada dleo
foi gerado.

Nas figuras 18, 19 e 20 foram apresentados os resultados cromatograficos dos dois
modos de monitoramento obtidos: SIM (a) e MRM (b).

Os compostos terpanos triciclicos, de um modo geral, apresentaram-se com picos
mais bem resolvidos e em maior abundéncia, quando comparados com 0s cromatogramas
obtidos pelas andlises dos extratos de rochas, ndo apresentando discrepancia entre 0s
picos analisados pelos dois modos. Observou-se que para este grupo de amostras, a
maioria das razBGes envolvendo os terpanos triciclicos, como por exemplo das razbes
TR26/TR28, TET/TR26 (Apéndice C), ndo apresentaram variacdes significativas quando

se comparou 0s dois modos de monitoramento.



Figura 15 - Cromatogramas obtidos pelo monitoramento no modo SIM (m/z 191) (a) e MRM (b)
representativo da Bacia de Santos caracteristico de paleoambiente lacustre salino (OS)
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Trasi¢des utilizadas no modo MRM para obtengdo do compostosTR19 (m/z 262,3—191,2); TR20 (m/z
276,3—191,2); TR21 (m/2290,3—191,2); TR22 (m/z2304,3—191,2); TR23 (m/2 318,3—191,2); TR24 (m/z
332,3—191,2); TR25A/B (m/z 346,4—191,2); TET24 (m/z 330,3—191,2); TR26A/B (m/z 360,4—191,2);
TR28A/B (m/z 388,4—191,2); TR29A/B (m/z 402,4—191,2); Ts/Tm (m/z 370,4—191,2); TR30A/B (m/z
416,4—191,2) H28 (m/z 384,4—191,2); H29/ C29Ts/M29 (m/z 398,4—191,2); DH30/H30/ M30/ GAM
(m/z 412,4—191,2); H31(S+R) (m/z 426,4—191,2); H32(S+R) (m/z 440,4—191,2); H33(S+R) (m/z
454,4—191,2); H34(S+R) (m/z 468,5—191,2); H35(S+R) (m/z 482,5—191,2).



Figura 16 - Cromatogramas obtidos pelo monitoramento no modo SIM (m/z 191) (a) e MRM (b)
representativo da Bacia Potiguar caracteristico de paleoambiente marinho evaporitico (OP-2)

+EI SIM(191,0) SIM 303-11SIM.D
1

a SIM: m/z 191 '

TR2:

TR20
TR22
H30

GAM

TR1S

H20

TR22

5 & T
"ﬁ b 'Y @ @
N L' £ ga & g 2 % g 8
N ’ 85 ] ] 3 oy
UN,NN L'IUIl E ga = % a = = g
= E = o <
| L { i £2 B8 . g | 8 |
L'N\l*‘J\lL ,1\.! { ! ’ EEOTE | %E 20° ‘ \ J A | ||\ }1 |
by W e |
UW‘MJ&MMU‘MMW S T Al snd U AVUU "l "' “ '“ AT en LS
14 16 18 20 22 24 26 28 30 92 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 5¢ 58 60 62 G4 66 68 70 7z 74 76 78
b OP-2 MRM
TR1s TR20 TR21 TR22 TR23 TR24 TR25A/B TET24R26A/B

TR28A/BTs H29
Tm Tr30A/8 H28 DH30| H3p H31S  GAMm

TR28A/B H325 H33s H34s H355
| | | | 1 |
[

| |
|‘ |
. |\‘

A-s_v-J L.,."WN‘W »

H32R [ | H34R ‘ H35R

276,3—191,2); TR21 (m/z 290,3—191,2); TR22 (m/z 304,3—191,2); TR23 (m/z 318 3—»191 2) TR24 (m/z
332,3—191,2); TR25A/B (m/z 346,4—191,2); TET24 (m/z 330,3—191,2); TR26A/B (m/z 360,4—191,2);
TR28A/B (m/z 388,4—191,2); TR29A/B (m/z 402,4—191,2); Ts/Tm (m/z 370,4—191,2); TR30A/B (m/z
416,4—191,2) H28 (m/z 384,4—191,2); H29/ C29Ts/M29 (m/z 398,4—191,2); DH30/H30/ M30/ GAM
(m/z 412,4—191,2); H31(S+R) (m/z 426,4—191,2); H32(S+R) (m/z 440,4—191,2); H33(S+R) (m/z
454,4—191,2); H34(S+R) (m/z 468,5—191,2); H35(S+R) (m/z 482,5—191,2).



Figura 17 - Cromatogramas obtidos pelo monitoramento no modo SIM (m/z 191) (a) e MRM (b)
representativo da Bacia Potiguar caracteristico de paleoambiente lacustre doce (OP-3)
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Trasu;oes utlllzadas no modo MRM para obtengao do compostosTR19 (m/z 262,3—191 2) TR20 (m/z
276,3—191,2); TR21 (m/z 290,3—191,2); TR22 (m/z 304,3—191,2); TR23 (m/z 318,3—191,2); TR24 (m/z
332,3—191,2); TR25A/B (m/z 346,4—191,2); TET24 (m/z 330,3—191,2); TR26A/B (m/z 360,4—191,2);
TR28A/B (m/z 388,4—191,2); TR29A/B (m/z 402,4—191,2); Ts/Tm (m/z 370,4—191,2); TR30A/B (m/z
416,4—191,2) H28 (m/z 384,4—191,2); H29/ C29Ts/M29 (m/z 398,4—191,2); DH30/H30/ M30/ GAM
(m/z 412,4—191,2); H31(S+R) (m/z 426,4—191,2); H32(S+R) (m/z 440,4—191,2); H33(S+R) (m/z
454,4—191,2); H34(S+R) (M/z 468,5—191,2); H35(S+R) (m/z 482,5—191,2).

Entretanto, para a serie dos homohopanos, observa-se que para determinados
compostos, assim como para determinados Oleos, esses compostos apresentaram
problemas de coeluicdo, como mostrado na Figura 21 os exemplos dos compostos

H33S/R, H34S/R e H35S/R que apresentaram melhores resolucdes pelo modo MRM.



Figura 18- Comparativo entre os dois modos de monitoramento, SIM e MRM, para 0s compostos
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Para a familia dos biomarcadores classificados como esteranos, a analise dos
cromatogramas de massas no modo SIM foi realizada pelo monitoramento do ion m/z
217. A Figura 22 mostra a correlacdo dos trés paloambientes relacionados a esses 6leos
através da sobreposicdo dos cromatogramas, tendo a amostra OP-2 e OS (Figura 22a),
OP-2 e OP-3 (Figura 22b) e OP-3 e OS (Figura 22c).

Contudo, apesar da analise dos cromatogramas de massas no modo SIM para 0s
esteranos e diaesteranos (m/z 217) mostrarem as mesmas tendéncias de coeluicdo entre
0s compostos biomarcadores de interesse mostrados para as amostras de rocha, observou-
se que as razdes que mais mostraram variagdes entre 0s modos de monitoramento foram
aquelas envolvendo os esteranos, tal como a razdo HOP/EST. A Figura 23 mostra como
0 modo MRM faz uma separagdo emtre os grupos C27, C 28 e C29 dos esteranos,
reduzindo desta maneira as interferéncias causadas pelas sobreposi¢cdes dos picos no
modo SIM.

Apesar do aumento na sensibilidade pelo modo MRM, amostras muito complexas,
como o caso do petrdleo, resulta numa elevada mistura de estereoisémeros, que possuem
estruturas semelhantes, gerando coelucdes e fragmentagdes espectrais de massa similares.
Assim, a coeluigdo cromatogréfica limitam significativamente a informac&o recolhida por
estas técnicas analiticas (CASILLI, et al., 2014).



Figura 19 - Cromatogramas obtidos pelo modo SIM (m/z 217) representativo da Bacia Potiguar
e Santos caracteristicos de paleoambiente marinho evaporitico (OP-2), lacustre doce (OP-3) e
lacustre salino (OS)
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Figura 20 - Cromatogramas representativos da Bacia de Santos e Potiguar caracteristico de paleoambientelacustre salino (OS), marinho evaporitico (OP-2) e
lacustre doce (OP-3), obtidos pelo monitoramento no modo SIM (m/z 217) (a, ¢, €) e MRM (b, d, f)
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Trasu;oes utlllzadas no modo MRM para obtengao do esteranos DIA278/ DIA27R/ DIA27SS/ DIA27RR/ C27S/ C27BBR/ C27BBS/ C27R (m/z 372,4—-217,2); DIA28S/
DIA28R/ DIA28SS/ DIA28RR/ C28S/ C28BBR/ C28BBS/ C28R (m/z 386,4—217,2); DIA29S/ DIA29R/ DIA29SS/ DIA29RR/ C29S/ C29BBR/ C29BBS/ C29R (m/z
400,4—217,2).




Figura 21 - Cromatogramas representativos da Bacia de Santos e Potiguar caracteristico de paleoambientelacustre salino (OS), marinho evaporitico (OP-2) e
lacustre doce (OP-3), obtidos pelo monitoramento no modo SIM (m/z 259) (a, ¢, €) e MRM (b, d, f)
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Trasi¢des utilizadas no modo MRM para obtencédo do esteranos DIA27S/ DIA27R/ DIA27SS/ DIA27RR (m/z 372,4—259,3)/ TPP (m/z 414,4—259,3).



5.3.3 Raz0es diagndsticas de biomarcadores

As razbes diagnosticas sdo amplamente utilizadas na geoquimica, sendo
empregadas no levantamento de informacdes referentes a caracterizacdo de rochas
geradoras e de petréleos (PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005). As razoes
estudadas nesse trabalho foram aquelas que d&o conhecimento sobre o tipo de matéria
organica que foi depositada em maior quantidade durante o processo de formagéo da
rocha geradora e das condic¢des de seu paleoambiente deposicional, tais como: GAM/Hzo,
Css HHI, Has/Haa, Haoo/Hzo0, H2s/H29, TET24/Hz0, TET24/TRI26, TRI23/TRI24, TRI10/TRI23,
HOP/EST, TRI/HOP, Ts/(Ts+Tm), S/(S+R)CaEst, TRI21/TRIzz, TRI2a/TRIzs,
TRI26/TRI25, TRI26/ TRI28, TR23/Hz0, H2s/ TRI23, Gam/TRI23, Hao/Co9Ts, %27ESt, %28Est,
%29Est, TPP3o, %DIA27, %DIAzs, %DIA2 (PETERS; WALTERS; MOLDOWAN,
2005. No Apéndice C encontram-se todos os resultados das razdes diagndsticas
supracitadas, obtidas pelos dois modos de monitoramento (SIM e MRM).

O gamacerado é um biomarcador de grande relevancia nos estudos geogquimicos
por apresentar-se altamente especifico para indicar a estratificacdo da coluna d’agua
durante a deposicao da rocha geradora, por este motivo a sua presenca é caracteristica em
condicbes de agua hipersalina (DAMSTE et al., 1995, PETERS; WALTER;
MOLDOWAN, 2005). Os valores citados na literatura por Sefein, Nguyen e Philp (2017)
variam de 0,02 a 0,07, quando se sugere que ndo houve estratificacdo ou mudanca na
salinidade durante o processo de deposicao. Cheng e colaboradores (2018) encontraram
valores entre 0,05 a 0,20 em amostras cuja deposicdo de matéria organica se deu sob
episodios de hipersalinidade da agua no ambiente deposicional.

Foi calculado para todas as amostras o indice de gamacerano através da razédo
GAM/Hzo e 0s valores encontrados variaram entre 0,00-1,34 (Apéndice C). Observou-se
que os valores tiveram uma tendéncia de aumento quando obtidos pelo modo SIM,
sugerindo que pode ter havido alguma coeluicdo entre os compostos de interesse.
Entretanto, as amostras referentes aos paleambientes marinho hipersalino e marinho
evaporitico apresentaram os maiores valores para esta razao, como esperado, por ambos
0s modos de monitoramento.

A distribuicdo da série dos homohopanos nos cromatogramas de massas s&o
dominadas pelo Cs1 homohopano e geralmente diminuem em direcdo ao Cazs
homohopano. Estas relagdes séo Uteis para avaliar as condi¢Bes redox da rocha geradora

durante o processo de deposicdo e de diagénese da matéria orgdnica (PETERS;



WALTER; MOLDOWAN, 2005). O indice dos homohopanos das amostras, foi obtido
pelo célculo da razdo dos homohopanos Css HHI, cujos valores encontram-se no
Apéndice C. Os maiores valores obtidos para esta razao foram para as amostras da Bacia
Potiguar (OP-1 e OP-2), cujo paleoambiente foi classificado como marinho evaporitico,
variando entre 0,11 a 0,16, sugerindo condi¢des anoxicas de deposicao.

Os terpanos tetraciclicos (TET) estdo amplamente distribuidos no petréleo e nos
extratos de rochas (PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005; MA; HOU; SHI, 2014).
Eles se estendem nas séries homdlogas que variam do C2s a Co7 (AQUINO NETO et al,
1982). A abundancia dos terpanos tetraciclicos C24 € um forte indicativo de input de
matéria organica terrestre, de rocha geradora carbonatica ou ambiente deposicional
evaporitico (MA; HOU; SHI, 2014; HUANG; ZHANG; SU, 2015). Através dos valores
obtidos pelas razes TET24/Hs0, TET24/TRI26, pode-se observar que houve uma tendéncia
de aumento no valor destas razfes para as analises realizadas no modo MRM, para a
maioria das amostras. Outro comportamento observado foi que somente para as amostras
da Bacia do Parana a razdo TET24/TRI2s apresentou maiores variacoes entre as técnicas.

Os terpanos triciclicos TR26A/B ndo foram bem separados quando analisados no
modo SIM, principalmente, para as amostras da base do afloramento da Formagéo Irati
(Pedreira Amaral Machado), representada pela amostra Pn-2 (Figura 4a). Ao comparar
estes resultados com aqueles obtidos pelo modo MRM, observou-se picos mais definidos
e separados, indicando a maior seletividade do método. Ao se avaliar os valores obtidos
para a razdao TET24/TR2s (Apéndice C) observou-se que, para a Bacia do Parana, 0s
resultados apresentaram as maiores diferengas entre os modos de operagéo (SIM e MRM),
sobretudo para as amostras da base do afloramento Amaral Machado.

A razdo HOP/EST ¢ utilizada para determinar a contribuicdo relativa de matéria
organica procariota (bactéria) versus eucariotas (principalmente algas e vegetais
superiores) ao paleoambiente das rochas geradoras (PETERS; WALTERS;
MOLDOWAN, 2005). O comportamento observado para esta razdo mostrou uma
tendéncia de diminuigdo dos valores quando analisados pelo modo MRM para todas as
amostras, indicando possivel coeluicdo quando o modo SIM foi empregado, a diminuicéo
das areas medidas dos compostos (picos) no modo MRM, em relacdo ao modo SIM,
confirmou a maior seletividade deste modo de operacdo. Para a Bacia do Parana
observou-se os menores valores da razdo HOP/EST para as amostras da base do
afloramento, sugerindo paleoambiente marinho com contribui¢do de plancton e/ou algas.

Para as amostras do topo do afloramento, apesar da diminuic¢éo dos valores, observou-se



que ha um aumento desta razdo sugerindo uma deposi¢do paleoambiental transicional
com contribuicdo de matéria organica terrestre.

Para a Bacia do Parana observa-se que apresentaram 0s menores valores para as
amostras da base (marinho hipersalino), sugerindo paleoambiente marinho com
contribuicdo de plancton e/ou algas. Para as amostras do topo (marinho transicional),
apesar da diminuigdo dos valores, mostra-se que hd um aumento desta razdo sugerindo
uma deposicdo paleoambiental transicional com contribuicdo de matéria organica
terrestre.

O mesmo comportamento foi observado para a Bacia do Parnaiba, entretanto os
menores valores das razGes foram obtidos para as amostras do topo do afloramento. O
que esta em concordancia com os trabalhos anteriores, onde na base do afloramento houve
uma maior contribuicdo de matéria organica terreste (ZAMBRANO, 2015). Para o grupo
das amostras de 6leo foi observado as maiores diferencas entre as razdes obtidas pelo
modo SIM e pelo modo MRM, especialmente para as amostras relacionadas aos
ambientes lacustres (OP-3, OP-4 e OS).

O principal uso do diagrama ternario, dos esteranos regulares Cz7, C2g e Cog, € para
diferenciar grupos de 6leos ou facies organicas de uma mesma rocha geradora (Figura
25) (HUANG; MEINSCHEW, 1979; PETERS; WALTERS; MOLDOWAN,2005). Este
diagrama vem sendo empregado de forma satisfatoria em trabalhos recentes utilizando
CG-EM (BAYDJANOVA; GEORGE, 2019) e CG-EM/EM (SEFEIN; NGUYEN;
PHILP, 2017).

No presente trabalho também foi utilizado este diagrama para avaliar as diferencas
entre as respostas obtidas pelo monitoramento no modo SIM e no modo MRM (Figura
26). Observou-se que as amostras da Bacia do Parnaiba se concentraram entre os vértices
do triangulo referentes aos esteranos Cz7 e Czg, de acordo com a classificacdo dos
paleoambientes caracterizados previamente como matéria organica mista (Figura 26a)
(ZAMBRANO, 2015). Em relacdo as disparidades entre os resultados obtidos para os
modos de monitoramento, observou-se que ndo houve diferenca relevante para a maioria

das amostras dessa bacia, exceto para a amostra Pb-1.



Figura 22 - Diagrama ternério ilustrativo, que representa os paleoambientes em funcdo da
distribuicdo dos esteranos regulares (C27, Czs € Cao)
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Fonte: Adaptado de Huang e Meinschew (1979); Baydjanova e George (2019).

Para a Bacia do Parana, observou-se que as distribuicGes destes compostos se
dividiram entre os esteranos C»7 e Cp9, Onde as amostras Pn-1 e Pn-2 tiveram maior
contribuicdo dos esteranos C,7 e as amostras Pn-3 e Pn-4, maior contribuicdo dos Co,
corroborando com os resultados obtidos por Martins (2018). Ambientes terrestres diferem
dos ambientes marinhos em que as plantas superiores sdo os autotréficos dominantes em
terra, enquanto organismos planctonicos relativamente simples sdo os autotréficos
aquaticos dominantes (HUANG; MEINSCHEW, 1979). As amostras do afloramento
apresentaram uma condicao de input de matéria organica que variou da base para o topo
com um aumento da contribuicdo de matéria organica terrestre. Através do diagrama
ternario (Figura 26b) observou-se que para esta distribuicdo, houve uma maior distin¢éo
entre os modos de monitoramento para as amostras do topo do afloramento (Pn-3 e Pn-
4).

O comportamento observado para as amostras de 6leo da Bacia Potiguar no
diagrama ternario foi relacionado ao paleoambiente deposicional lacustre doce para as
amostras OP-3 e OP-4, com maiores proporcdes de esteranos Cog e para as amostras OP-

1 e OP-2, derivadas de matéria organica depositada em ambiente marinho evaporitico,



verificou-se a contribuigdo dos esteranos Co7. A amostra de 6leo da Bacia de Santos (OS),
oriunda de paleoambiente deposicional lacustre salino apresentou maior contribuigéo do
esterano C»7. De forma geral, os modos de monitoramento demonstraram resultados com

valores proximos entre si.

Figura 23 - Diagrama ternario em funcéo da distribuicdo dos esteranos regulares (C27, Czs € Cag)
determinados pelo CG-EM/EM no modo SIM e MRM, obtidos dos extratos de rocha da Bacia do
Parnaiba (a), da Bacia do Parana (b) e dos 6leos das Bacias Potiguar e Santos (c)
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Razbes diagndsticas como HOP/EST, TR/HOP, TET24/TR2s, TR26/TR2s,
GAM/Hzo, TET24/H30 também foram calculadas por Oliveira et al. (2012) utilizando CG-
EM convencional e a cromatografia bidimensional, apontando diferencas significativas
entre as razfes sugeridos pela coeluicio do modo convencional e pela melhor
sensibilidade atribuida a técnica de alta resolucdo. Ja no trabalho de Qian et al., (2017)
utilizaram as razdes diagnosticas de triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos avaliando o
efeito das energias de colisdo e através de uma comparativo entre CG-EM e GC-EM/EM,

verificaram que as raz0es apresentaram diferencas nos seus valores.

5.3.4 Andlise estatistica multivariada dos dados de biomarcadores

A avaliacdo detalhada dos compostos e das razdes estudadas evidenciou a
necessidade de se usar uma ferramenta estatistica para melhor interpretar os dados
gerados. A analise das Componentes Principais (ACP) (Figura 12) das razdes
diagnosticas de biomarcadores saturados foi realizada considerando as amostras de 6leo
e de extratos de rochas geradoras no modo SIM e no modo MRM, a fim de verificar se as
diferencas encontradas em ambos os métodos seriam significativas. O grafico da ACP
mostrou que a primeira e a segunda componentes explicaram 48 % da variabilidade dos
dados. A primeira componente (CP1) explicou 29 % e a segunda componente (CP2)

explicou 19 %.



Figura 24- Andlise das Componentes Principais (ACP)
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Através da analise das componentes principais observa-se que houve diferencas
significativas entre os dois modos de monitoramentos empregados neste trabalho. O
grafico mostrou que para as amostras analisadas no modo MRM houve um
distanciamento pela componente principal. Com a finalidade de confirmar tal observacao,
foi realizado um teste t pareado, com os escores da propria componente principal, cujos
resultados mostraram que as razdes diagndsticas para os dos modos de monitoramento
apresentaram diferencas significativas no nivel de 95% de confianca (Apéndice D).

Além disso, pela andlise das componentes foi possivel observar a formacéo de
quatro grupos correlacionando-os com os diferentes tipos de paleoambientes deposicional
da rocha geradora, sendo que no eixo positivo da CP1 encontram-se as amostras
provenientes da bacia do Parana (Pn) e na regido negativa foram projetadas as amostras
de 6leo bruto, provenientes das bacias Potiguar (OP) e Santos (OS). No centro do gréafico,
foram projetadas as amostras da bacia do Parnaiba (Pb).

As amostras Pn subdividiram-se em dois grupos, quando analisados pelos eixos
de CP2. No eixo positivo foram projetadas Pn-1 e Pn-2, cuja matéria organica é de origem

marinha depositada em ambiente marinho hipersalino andxico a subdxico, enquanto que



no eixo negativo, foram projetadas Pn-3 e Pn-4, caracteristicas de matéria organica
marinha, com aporte de organismos de dgua doce/salobra. No eixo positivo da CP2 foram
projetadas as amostras cuja rocha geradora foi depositada no paleoambiente marinho
evaporitico (OP-1 e OP-2) e lacustre salgado (OS) e na regido negativa, encontram-se
aquelas depositadas no paleoambiente lacustre doce (OP-3 e OP-4). Pela analise da CP2,
nota-se a subdivisdo de outros dois subgrupos, referentes as amostras Pb-1 e Pb-2, os
quais foram projetados no eixo negativo e sdo caracterizadas pela matéria organica mista
com predominio terrestre, com aportes de organismo de agua doce/salobra, depositados
sob condigdes sub-0xica a dxicas. Ja as amostras Pb-3 e Pb-4 foram projetadas no centro
do grafico mostrando correlagcdo com as amostras com caracteristicas de matéria organica
mista com com aportes de organismos de agua doce/salobra, assim como, uma ligeira
projecao ao eixo positivo de CP2, onde estdo localizadas as amostras de origem marinha,
pois estas amostras tem a matéria organica de origem mista caracterizada pelo aporte

terrestre e contribuicdo marinha (algas).

5.3.5 Comparacdo entre os resultados das razdes diagnosticas obtidos pelos modos
SIM e 0 MRM da anélise por CG-EM/EM

O presente trabalho teve como objetivo otimizar um método para anélises
simultanea de diversas classes de compostos dos biomarcadores saturados, como a familia
dos triterpanos, esteranos, diaesteranos e os tetraciclicos poliprenoides, através da técnica
da CG-EM/EM no modo MRM, comparando os resultados obtidos com as mesmas
analises no modo SIM, o que significa que o CG-EM/EM foi programado para atuar como
um CG-EM e permitiu uma comparacdo qualitativa dos resultados pelas duas técnicas.

Conforme relatado no texto, ndo houve um comportamento padrdo ou uma
tendéncia de aumento ou diminuicao especifica quando se usou 0 modo de operacdo SIM
ou para o modo de operacdo MRM para todas as amostras. Este fato pode ser explicado
pela composicdo das matrizes, pois empregou-se tanto extratos de rocha geradora quanto
oleo, provenientes de paleoambientes deposicionais diferentes. Em algumas amostras
pode-se observar um maior numero de isdmeros ou de hidrocarbonetos que coeluem no
modo SIM e, com isso, 0 resultado da analise no modo MRM, mostrou um valor mais
baixo, pois neste modo, hd uma seletividade maior, conferida pelo ion produto.

Nos casos onde ndo ha coeluigdes, a area obtida pelo modo MRM tende a ser

maior, quando comparada ao modo SIM, pois a sensibilidade (também conferida pelo ion



produto) é maior. Entretanto, essa explicacdo é valida para o principio da técnica. Nas
amostras em estudo h& a composicdo da matriz e para avaliar com confiabilidade os
resultados, faz-se necessario o uso de padrdes analiticos, os quais ndo foram usados.

Outro fato que deve ser destacado nesta pesquisa é que a comparacao foi realizada
com base nas razfes diagnodstivas, que sdo utilizadas na geoquimica para avaliar e
correlacionar petréleos e rochas geradoras. No entanto, deve ser considerado que as
razdes diagnosticas utilizadas foram desenvolvidas com base nos monitoramentos no
modo SIM, logo este comparativo se manteve no ambito das tendéncias de variacdes dos
valores para as razdes observadas. N&o ha, até o momento, na literatura cientifica, dados
de razdes diagndsticas feitas especificamente para 0 modo MRM, os estudos que usam o0
modo MRM, também tem se baseado nas razdes SIM.

A estatitisca multivariada aplicada permitiu mostrar diferencas significativas entre
as técnicas e proporcionar um entendimento geral do comportamento das amostras (item
5.3.4). Contudo, essa ferramenta ndo determina qual a melhor técnica ser utilizada. Por
isso, este comportamento foi evidenciado pelas caracteristicas de cada modo de operacao,

conforme ja relatado.

5.4 CONCLUSOES

Os extratos de rochas geradora e 6leo bruto que foram analisados pela CG-
EM/EM através do monitoramento do modo SIM mostraram-se de acordo com 0S
paleoambientes deposicionais classificados em trabalhos anteriores. No entanto, alguns
compostos biomarcadores saturados das séries dos triciclicos, homohopanos e esteranos
apresentaram diferencas quando submetidos a comparacéo entre 0s cromatogramas entre
os dois modos de obtencédo, SIM e MRM, sendo corroborados pelas diferencas nos valores
das razbes diagndsticas empregadas nas avaliacdes fisico-quimicas dos paleoambientes
deposicionais.

O estudo comparativo mostrou que 0os compostos biomarcadores determinados
pela analise cromatografica se comportaram de maneiras distintas quando houve
variagcOes nos paleoambiente, maturagdo ou concentragdes entre as amostras. Ficou
evidenciado que em relacdo as razdes diagnosticas de paleoambiente deposicional, as
amostras imaturas de extratos de rochas geradora apresentaram maiores diferencas em

relacdo a utilizacdo de técnicas mais sensiveis, sugerindo que para este tipo de amostras,



a utilizagdo do CG-EM/EM no modo MRM oferece maior confianga analitica sobre os
resultados.

A utilizacdo de uma ferramenta estatistica forneceu um maior esclarecimento
geral do estudo, sugerindo 0 mesmo comportamento de separacdo para todas as amostras,
de acordo com os seus paleoambientes deposicionais, entretanto, apresentando diferencas
significativas entre os dois modos de monitoramento confirmados pelo teste t pareado. O
que se pode concluir que o modo MRM fornece respostas mais confiaveis sobre as razdes
diagnosticas em relacdo ao modo SIM, resolvendo problemas de coeluicdo, porém nesses

casos ndo influenciou o diagnostico geral para as amostras estudadas.



5 CONCLUSAO

Este estudo apresentou uma otimizacdo do metodo de analise cromatogréafica da
CG-EM/EM no modo MRM para determinacao dos principais compostos biomarcadores
saturados do petréleo em amostras de extratos de rochas geradoras, assim como de 6leo
bruto, provenientes de diversas bacias sedimentares brasileiras, como as Bacias do
Parana, Parnaiba, Potiguar e Santos. Além disso, apresentou uma comparacdo qualitativa
entre analises nos modos SIM e MRM com base nos cromatogramas de massas e 0sS
resultados das razBes diagndsticas aplicadas nas avaliacbes de paleoambiente
deposicional, bem como um comparativo geral das amostras através do uso de
ferramentas estatisticas multivariadas com base nas raz@es diagnosticas.

Os resultados das analises cromatograficas, no modo SIM e MRM, mostraram que
houve diferencas entre os dois modos, com relacdo a resolugdo de determinados
compostos, assim como na tendéncia de aumento ou diminuicdo de razdes diagnosticas
amplamente empregadas nas avaliacdes de paleoambiente deposicional.

Raz0es diagnosticas de paleoambiente deposicional tais como GAM/H30, C35
HHI, TET24/H30, TET24/TRI26, TRI23/TRI24, TRI19/TRI23, HOP/EST,
TRI21/TRI23, TRI26/TRI28, TR23/H30 apresentaram diferencas significativas como
base na analise estatistica pelo teste t pareado, realizadas com base em todas as razfes
avaliadas no modo SIM e MRM.

A técnica da CG-EM/EM no modo MRM mostrou-se mais precisa para 0 grupo
de amostras de extratos de rochas do que para os 6leos, quando avaliados em relacéo as
razdes diagnosticas de paleoambiente, sugerindo que para esses casos de amostras sejam
empregadas técnicas mais sensiveis como o GC-EM/EM no modo MRM. Entretanto, para
amostras que apresentarem maior grau de maturidade, como no caso dos 6leos estudados,
também, recomenda-se 0 uso CG-EM/EM no modo MRM para familia dos esteranos,
pois nesse tipo de amostras, razdes do tipo HOP/EST apresentaram maiores discrepancias
em comparagdo com outras amostras

. As andlises estatisticas aplicadas nesse estudo, como ACP e teste t, corroboraram
com as analises qualitativas, posto que de modo geral as amostras se agruparam de acordo
com seus paleoambientes deposicionais, mostrando diferencas significativas entre os

modos de monitoramento utilizados.
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APENDICES

APENDICE A: Cromatogramas obtidos no modo SIM para as amostras das Bacias do
Parana, Parnaiba, Potiguar e Santos.

Figura 25 — Cromatogramas de massas obtidos no modo SIM pelo monitoramento dos ions m/z
191(ab ¢, d), m/z 217 (e, f, g, h) e m/z 259 (i, j, I, mlﬁﬂﬁiﬁ,s amostras da Bacia do Parana
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Figura 26 - Cromatogramas de massas obtidos no modo SIM pelo monitoramento dos ions m/z
‘1‘91 (a, b, c, d), m/z 217 (e, f, g, h) e m/z 259 (i, j, |, m) para as amostras da Bacia do Parnaiba
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Figura 27 - Cromatogramas de massas obtidos no modo SIM pelo monitoramento dos ions m/z
191 (a, b, ¢, d), m/z 217 (e, f, g, h) e m/z 259 (i, j, I, m) para as amostras das Bacias Potiguar e
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APENDICE B: Cromatogramas obtidos no modo MRM para as amostras das Bacias do
Parand, Parnaiba, Potiguar e Santos.

Figura 28 - Cromatogramas de massas obtidos no modo MRM para as amostras da Bacia do

Parana (Pn-1, Pn-2, Pn-3 e Pn-4)
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Trasmoes utlllzadas no modo MRM para obtengao do compostosTR19 (m/z 262 3—>191 2) TR20 (m/z
276,3—191,2); TR21 (m/2 290,3—191,2); TR22 (m/z 304,3—191,2); TR23 (m/z 318,3—191,2); TR24 (m/z
332,3—191,2); TR25A/B (m/z 346,4—191,2); TET24 (m/z 330,3—191,2); TR26A/B (m/z 360,4—191,2);
TR28A/B (m/z 388,4—191,2); TR29A/B (m/z 402,4—191,2); Ts/Tm (m/z 370,4—191,2); TR30A/B (m/z
416,4—191,2) H28 (m/z 384,4—191,2); H29/ C29Ts/M29 (m/z 398,4—191,2); DH30/H30/ M30/ GAM
(m/z 412,4—191,2); H31(S+R) (m/z 426,4—191,2); H32(S+R) (m/z 440,4—191,2); H33(S+R) (m/z
454,4—191,2); H34(S+R) (m/z 468,5—191,2); H35(S+R) (m/z 482,5—191,2).



Figura 29 - Cromatogramas de massas obtidos no modo MRM para as amostras da Bacia do
Parana (Pb-1, Pb-2, Pb-3 e Pb-4)
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Trasi¢des utilizadas ho modo MRM para obtencdo do compostosTR19 (m/z 262,3—191,2); TR20 (m/z
276,3—191,2); TR21 (m/z 290,3—191,2); TR22 (m/z 304,3—191,2); TR23 (m/z 318,3—191,2); TR24 (m/z
332,3—191,2); TR25A/B (m/z 346,4—191,2); TET24 (m/z 330,3—191,2); TR26A/B (m/z 360,4—191,2);
TR28A/B (m/z 388,4—191,2); TR29A/B (m/z 402,4—191,2); Ts/Tm (m/z 370,4—191,2); TR30A/B (m/z
416,4—191,2) H28 (m/z 384,4—191,2); H29/ C29Ts/M29 (m/z 398,4—191,2); DH30/H30/ M30/ GAM
(miz 412,4—191,2); H31(S+R) (M/z 426,4—191,2); H32(S+R) (m/z 440,4—191,2); H33(S+R) (m/z
454,4—191,2); H34(S+R) (m/z 468,5—191,2); H35(S+R) (m/z 482,5—191,2).



Figura 30 - Cromatogramas de massas obtidos no modo MRM para as amostras da Bacia do
Parana (OS, OP-1, OP-2, OP-3 e OP-4)
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276,3—191,2); TR21 (/2 290,3—191,2); TR22 (m/z 304,3—191,2); TR23 (M/z 318,3—191,2); TR24 (m/z
332,3—191,2); TR25A/B (M/z 346,4—191,2); TET24 (m/z 330,3—191,2); TR26A/B (m/z 360,4—191,2);
TR28A/B (m/z 388,4—191,2); TR29A/B (m/z 402,4—191,2); Ts/Tm (m/z 370,4—191,2); TR30A/B (m/z
416,4—191,2) H28 (m/z 384,4—191,2); H29/ C29Ts/M29 (m/z 398,4—191,2); DH30/H30/ M30/ GAM
(Miz 412,4—191,2); H3L(S+R) (M/z 426,4—191,2); H32(S+R) (M/z 440,4—191,2); H33(S+R) (m/z
454,4—191,2); H34(S+R) (M/z 468,5—191,2); H35(S+R) (M/z 482,5—191,2).



APENDICE C: Razdes diagnosticas de biomarcadores calculadas em funcéo das areas integradas dos cromatogramas de massas obtidos pelo CG-
EM/EM nos modos SIM e MRM para as amostras provenientes das Bacias do Parand, Parnaiba, Potiguar e Santos

Tabela 1 — Resultados das razBes diagnosticas calculadas em funcao das areas integradas obtidas pela analise cromatografica (CG-EM/EM) nos monitoramentos
nos modos SIM e MRM

Amostras Pn-1 Pn-2 Pn-3 Pn-4 Pb-1 Pb-2 Pb-3 Pb-4 OP-1 OP-2 OP-3 OP-4 0s
Razdes/ Modo SIM MRM SIM MRM SIM MRM SIM MRM SIM MRM SIM MRM SIM MRM SIM MRM SIM MRM SIM MRM SIM MRM SIM MRM SIM MRM
GAM/Ha® 1,00 105 134 106 002 000 002 001 010 004 009 002 007 000 009 000 070 072 082 059 040 025 035 023 024 018
Cas HHI® 005 005 006 005 005 004 004 002 002 002 001 001 002 002 003 002 016 011 015 012 005 004 004 004 010 008

Has/Has® 049 050 058 058 060 052 046 036 043 053 021 034 054 063 049 063 103 084 099 093 055 055 028 053 070 0,64
Hao/Hao 075 071 065 072 073 071 079 073 068 066 055 064 054 065 050 058 056 059 050 051 053 052 061 050 049 045
Has/Has® 002 000 002 001 001 001 000 000 004 006 004 007 015 017 014 017 009 011 012 017 002 012 001 001 018 024
TETou/Hao' 049 059 037 049 032 029 029 041 016 032 015 021 021 033 009 023 010 016 007 022 007 015 023 019 016 0,18
TET24/ TRz 802 2285 1279 1771 750 1683 326 604 103 211 169 865 170 192 141 165 065 093 034 050 017 024 015 022 036 055
TR/ TR:" 297 372 343 354 090 292 150 270 125 196 142 248 151 187 159 200 156 166 149 155 146 164 141 160 183 175
TR/ TRz 076 397 049 276 139 254 106 151 071 075 065 218 015 066 016 076 033 070 020 034 013 016 011 022 011 031
HOP/EST! 155 121 228 114 557 394 518 248 933 322 725 379 187 085 277 128 289 130 351 1,15 1445 536 1708 1056 826 413
TR/HOP' 076 085 056 063 044 041 097 183 072 153 054 064 120 222 107 170 090 131 089 331 222 490 647 798 186 301
TRa/TRz™ 054 19 053 195 1,18 163 140 164 167 159 242 371 076 120 105 112 106 137 118 154 127 158 115 022 093 160
TRaATRes" 993 241 605 221 521 222 309 264 176 228 612 208 233 228 932 216 186 195 215 243 217 265 211 415 177 217
TRa6/TRos" 271 076 101 08 098 068 089 074 093 076 468 072 049 070 125 071 064 070 09 095 127 133 131 135 08 073
TR/ TRz 032 562 025 518 149 607 220 600 140 429 045 454 101 700 171 559 288 312 268 402 279 260 344 330 261 301
TR/ 066 030 060 025 021 016 046 066 037 08 016 017 087 105 080 08 073 08l 065 175 1,11 201 354 428 173 167
Hao/ TR 002 000 002 002 004 002 001 000 007 005 014 026 009 010 009 012 007 008 009 005 001 003 000 000 005 006
GAM/TR23® 152 346 225 420 011 002 005 058 028 005 056 011 008 000 012 000 097 08 127 034 036 013 010 005 014 011
Hao/CooTs' 2374 1151 27,27 1047 695 649 2072 3260 904 657 750 7,53 441 455 425 425 349 394 363 392 562 471 554 520 498 693
NCHEST" 58,13 4345 56,57 46,18 40,79 20,06 3365 27,19 22,58 3518 39,01 32,05 4543 43,89 3803 3436 3942 4370 3651 46,78 2001 2831 2424 2360 5349 5587

YCEST" 11,77 1579 1365 17,18 6,79 587 1412 1144 2411 1949 17,60 16,22 13,88 13,81 1598 1531 19,91 1879 1825 1879 2852 2759 33,61 3076 14,96 1850



Y6CEST! 30,10 40,76 29,78 36,64 52,42 74,07 52,23 61,37 53,32 4533 43,40 51,73 40,68 4230 46,00 50,33 4067 37,51 4523 34,43 51,47 44,10 42,15 4564 31,55 25,63

TPPY 001 001 001 001 030 043 021 023 046 037 048 060 012 013 028 025 027 021 049 029 046 078 072 086 039 044
%DIA;" 50,60 54,18 5569 57,16 37,53 3545 3388 3834 30,12 60,24 51,80 5092 4819 50,11 41,92 49,88 4021 59,20 39,60 62,83 33,63 4942 31,67 39,20 64,60 71,60
%6D 1A 1049 947 1066 982 630 359 1540 7,87 1215 1285 964 1001 1862 11,32 17,65 11,98 1333 1416 1039 1325 1906 2048 2440 2400 1018 898
%6DIAz" 3891 3635 33,65 3303 5617 6097 50,72 5379 57,72 26,90 3856 39,07 3319 3857 4043 3814 4646 2664 5000 2392 47,31 30,0 4393 3680 2522 1943
Ts/(Ts+Tm)* 008 011 006 012 015 017 006 005 024 018 028 013 022 019 025 022 042 050 043 051 039 048 031 040 024 0,29

SI(S+R)CEST* 026 022 021 022 021 017 016 015 012 011 005 007 009 011 008 011 038 040 036 039 037 039 041 034 041 034
abb/(abb+aaa)CEST® 025 029 022 027 027 032 023 026 025 027 019 028 022 027 020 027 042 045 040 042 027 036 053 039 038 043

3GAM/H3, (gamacerano/17a(H),21B(H)-hopano); °Cass HHI (Css/S Ca1-Css); °Has/Has (170(H),21B(H)-30,31,32,33,34-pentakishomohopano(22S+R)/  17a(H),21B(H)-
30,31,32,33-tetrakishomohopano(22S+R)); 9H,20/H30 (17a(H),18a(H),21p(H)-norhopano/17a(H),21B(H)-hopano); ®H28/H29 (17a(H),18a(H),21p(H)-28,30-
bisnorhopano/17a(H),18a(H),21B(H)-norhopano); f TET24/Hso (Ca4 terpano tetraciclico/17a(H),21B(H)-hopano); 9 TET24/TR2s (C2s terpano tetraciclico/ C26 terpano triciclico
(a+B)); "TR2s/TR2s (Czs terpano triciclico/ Cps terpano triciclico); ' TRio/TRy3 (Cie terpano triciclico/ Cps terpano triciclico); JHOP/EST (3 (Has+Hao+CooTs
+H30+H31(S+R)+H32(S+R)+H33(S+R)+H34(S+R)+H35(S+R))/ Z(C27S+C27BBR+C27BBS+C27R+C288+ngBBR+ngBBS+C28R+C298+ngBBR+ngBBS+C29R)); ITR/HOP
(Z(TR19+TR20+TR21+TR22+TR23+TR24+TR25A/B+TET24+TR26A/B+TR23A/B+TR29A/B+TR30A/B)/ Z(C27S+ C,7BBR+ C,7BBS+ C,7R+ C3S+ C,3BBR+ CosBBS+ CsR+
C29S+ C29BBR+C29BBS+C29R)); ™ TR21/TR23 (C21 terpano triciclico/ Cos terpano triciclico); " TR24/TR2s (C24 terpano triciclico/ Cas terpano triciclico(a+p)); °TR2s/TR2s (Cos
terpano triciclico(a+f)/ Cas terpano triciclico(o+)); PTR2s/TR2s (Cas terpano triciclico(a+p)/ Cas terpano triciclico(o+f)); 9TR23/Hso (Cos terpano triciclico/ 17a(H),21B(H)-
hopano); r H28/TR23 (170(H),18a(H),21p(H)-28,30-bisnorhopano/ Cz; terpano triciclico); ® GAM/TR23 (gamacerano/ C; terpano triciclico); 'H29/C29Ts
(17a(H),18a(H),2 1 B(H)-norhopano/ 18a(H),21B(H)-30-nornechopano); “%Cz7,28,20EST (3 (C27S+ C2sBBR+ C2;BBS+ Cx7R) /Y. (C2rS+ Co7BBR+ C27BBS+ Co7R+ CosS+
C2BBR+ C2BBS+ Cy;R+ CxS+ C9BBR+ C2BBS+ CxR)*100); YTPP (TPP/ Y (TPP+13B(H),170(H)-diacolestano (20S+R)+ 13a(H),17p(H)-diacolestano (20S+R));
*6DIA27,28,29(3 (DIA27S+DIA»7R+DIA;SS+DIA27RR)/Y (DIA2;S+DI1A27R+DIA27SS+DIA7RR+DIA2S+DI AR +DI1ASS+DIA2RR+DIA2S+DI1 AR +DIA29SS+DI Agg
RR)*100); z Ts/(Ts+Tm) (18a(H),21B(H)-22,29,30-trisnornechopano/> (18a(H),21B(H)-22,29,30-trisnorneohopano+17a(H),21B(H)-22,29,30-trisnorhopano);
2S/(S+R)C2EST (C29S+ C29BBS)/( C29S+C29BBR+C29BBS+C29R); Zb abb/(abb+aaa)C29EST (C20BBR+C29BBS)/ (C29S+C2BBR+C29BBS+C29R).



APENDICE D: Resultados obtidos através da analise estatistica pelo teste t pareado para
comparar as razdes diagndsticas obtidas no modo SIM e MRM

Quadro 2 — Resultados do teste t pareado para as razdes diagndsticas de biomarcadores obtidas
elos dois modos de monitoramente, SIM e MRM (p<0,0500 para diferencas significativas)

Raz0es diagndsticas | p Razbes diagndsticas | p
GAM/Hz 0,0062 TRus/Hso 0,0953
Cas HHI 0,0051 Has/ TR 23 0,4938
Has/Has 0,5848 GAM/TR23 0,5010
Hzo/Hao 0,7077 Hao/Coo TS 0,4670
Has/Hao 0,0315 %CEST 0,4574
TET24/Hs0o 0,0009 0%6CosEST 0,7085
TET24/TR2s 0,0302 06CroEST 0,3726
TR23/TR24 0,0066 TPP 0,3644
TRi1s/TR23 0,0109 %DIA,; 0,0060
HOP/EST 0,0008 %D1Ag 0,1118
TR/HOP 0,0607 %DI1Ass 0,0419
TR21/TR2s 0,0254 Ts/(Ts+Tm) 0,3943
TR24/TR2s 0,0885 S/(S+R)CEST | 0,5088
TR2/TR2s 0,1245 abb/(abb+aaa)CEST | 0,0540
TR26/TRs 0,0006




