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RESUMO

Os protocolos padrao para a andlise de rochas geradoras de 6leo, material este de
altissima complexidade, exigem diversas operagdes unitarias entre as diferentes etapas
necessarias para isolamento da fracdo de interesse geoquimico. As diferentes etapas envolvidas
no processo de preparo de amostra chegam a demandar entre 30 e 80 h/amostra a depender do
protocolo adotado e cerca de 1,2 L/amostra de solventes de alta toxicidade, incluindo

diclorometano e hexano.

Neste trabalho, exploramos técnicas atuais consolidadas e emergentes (microextracao
em fase solida assistida por vacuo — Vac-HSSPME e extracdo com fluidos pressurizados — dgua
e etanol), para a andlise de compostos semi-volateis (biomarcadores) em amostras de rocha
geradora e também hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (PAHs) em amostras de agua. As
técnicas utilizadas tiveram seu impacto ambiental avaliados através da métrica AGREEPrep e

alinhamento com os principios da quimica analitica verde (GAC) também foi avaliado.

Com a aplicacao de planejamento experimental as amostras de rocha geradora de 6leo,
o consumo de solventes e tempo foi reduzido, passando para cerca de 150 mL e 3 h por amostra.
Consequentemente, o impacto ambiental pela métrica AGREEPrep passou de 0,04 no método
classico para cerca de 0,30 com Vac-HSSPME e etanol. Com Vac-HSSPME, foi possivel o
estudo de aspectos fundamentais da técnica, onde verificou-se que a extragao de analitos em
condi¢gdes ndo convencionais, isto ¢, amostras solidas, estaticas, ndo solubilizadas, pode estar
diretamente correlacionada ao coeficiente de difusdo dos analitos na fase vapor (Dg). Com
etanol, verificou-se que esta pode ser uma substituta direta para os protocolos convencionais
devido a alta similaridade no perfil de biomarcadores e equivaléncia nos pardmetros diagndstico
nas amostras estudadas. O estudo com PAHs foi desenvolvido em parceria com a Prof®. Dr.
Elia Psillakis em Creta — Grécia, onde foi explorada geometria de maior volume associada a

pressdo reduzida para analise de componentes trago em amostras de agua.

A abordagem geral aqui proposta pode ser expandida para amostras de diferentes
naturezas, tomando o planejamento experimental como veiculo para miniaturizagao e redugao

de impacto ambiental.



ABSTRACT

The standard protocols for the analysis of oil-source rocks, a highly complex material,
require several unit operations between the different steps necessary for the isolation of the
fraction of geochemical interest. The different steps involved in the sample preparation process
require between 30 and 80 h/sample, depending on the protocol adopted, and about 1.2

L/sample of highly toxic solvents, including dichloromethane and hexane.

In this work, we explore consolidated and emerging techniques (vacuum-assisted solid-
phase microextraction — Vac-HSSPME and pressurized fluid extraction — water and ethanol),
for the analysis of semi-volatile compounds (biomarkers) in oil-source rock samples and
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in water samples. The techniques used had their
environmental impact evaluated through the AGREEPrep metric and alignment with the

principles of green analytical chemistry (GAC) was also evaluated.

With the application of experimental design to the oil-source rock samples, the
consumption of solvents and time was reduced, going to about 150 mL and 3 h per sample.
Consequently, the environmental impact by the AGREEPrep metric went from 0.04 in the
classical method to about 0.30 with Vac-HSSPME and ethanol. With Vac-HSSPME, it was
possible to study fundamental aspects of the technique, where it was found that the extraction
of analytes under unconventional conditions, i.e., solid, static, non-solubilized samples, can be
directly correlated to the diffusion coefficient of the analytes in the vapor phase (Dg). With
ethanol, it was found that this can be a direct substitute for conventional protocols due to the
high similarity in the biomarker profile and equivalence in the diagnostic parameters in the
samples studied. The study with PAHs was developed in partnership with Prof. Dr. Elia
Psillakis in Crete — Greece, where higher volume geometry associated with reduced pressure

was explored for trace component analysis in water samples.

The general approach proposed here can be expanded to samples of different natures,
taking experimental design as a vehicle for miniaturization and reduction of environmental

impact.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

1.1 Rochas-geradoras de dleo
Rochas-geradoras de 6leo sdo comumente de carater sedimentar que contém a matéria

organica (MO) que ¢ depositada ao longo de milhares, até milhdes de anos. Essa rocha, portanto,
¢ responsavel por conter a MO que pode vir a ser transformada em 6leo durante a aplicacao de
processos fisico-quimicos. As rochas geradoras de 6leo sao um importante componente de um
sistema de reservatério de petrdleo. A defini¢do dada por Peters e demais autores a classifica
como “rochas de fina granulagdo e ricas em matéria organica que podem gerar ou ja tenham

gerado quantidades significativas de petroleo” [1].

A analise de rochas-geradoras de 6leo ¢ uma das muitas etapas envolvidas na exploragdo
de campos de petroleo [2]. A exploracdo geoquimica de um potencial pogo de petroleo envolve
diversas andlises de caradter abrangente para diversos de seus componentes [1]. Esse
mapeamento € necessario para verificagao do real potencial economico de um pogo. A avaliagao
geoquimica detalhada pode ser classificada como um passo mais avangado, onde diversas
outras caracteristicas da regido explorada ja indicam um potencial econdmico do pogo. Desta
forma, a avaliacdo minuciosa e bastante trabalhosa ¢ realizada. Uma estrutura generalizada de

um poco estratigrafico ¢ descrita na Figura 1.
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Figura 1: Evolucdo generalizada da MO durante e apds sedimentacdo. Adaptado de Prata [3].
Modificado de Peters et al. [1]
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Ao observar a Figura 1, algumas informag¢des podem ser obtidas sobre o processo de
deposicao da MO ao longo do tempo (lado direito). A deposi¢ao da matéria organica, seja ela
de plantas terrestres ou aquaticas, ocorre em todo momento € continuamente, sendo um
processo natural. Esta matéria organica passa a ser soterrada sob presenga ou nao de oxigénio,
ambientes estes determinados como 6xicos ou andxicos. O processo de deposicao, soterramento
e inicio do aquecimento pode ser chamado de diagénese. Nesta etapa, o 6leo formado ¢ bastante
imaturo, ou de baixa evolugdo térmica, justamente por ser de baixa profundidade e o
aquecimento da matéria orgénica ter sido breve e brando. Nesta etapa, a rocha-geradora ¢ de
carater potencial e o continuo aquecimento, associado a quantidade de matéria organica

suficiente, a tornara uma rocha geradora efetiva.

A rocha geradora efetiva é encontrada em maiores profundidades sob aquecimento
intenso. Nesta etapa, chamada de catagénese, ocorre a janela de formagdo do d6leo na rocha
geradora, entre 1800 e 3000 m de profundidade, aproximadamente. Como pode ser verificado
ao lado esquerdo da Figura 1, a quantidade de produtos encontrados ¢ a mais abundante para o
Oleo. Este 6leo, ao se desprender da rocha geradora, pode passar por um processo de migragao
e ser alocado em alguma falha geologica chamada “frap ” (armadilha). Este aprisionamento do

entdo petroleo, é de grande interesse comercial.

Sob profundidades acima de 3000 metros, a abundincia do 6leo disponivel como
produto do processo de deposi¢io e aquecimento da matéria organica fica cada vez menor. E
importante notar que o produto majoritario encontrado € o gas e a principal razdo para isso ¢ a
biodegradacdo do 6leo, devido as intensas condicdes fisico-quimicas e bioldgicas as quais a
MO ¢ submetida. Nesta etapa, chamada de metagénese, também nado sdo encontrados

biomarcadores e a exploragdo do petréleo como 6leo-combustivel ndo € interessante.

1.2 Parametros Geoquimicos
O petroleo ou 6leo presente na rocha geradora ¢ uma mistura quimica complexa formada

por hidrocarbonetos saturados e compostos polares incluindo heteroatomos (N, O, S) de alto
peso molecular ou ndo [2,4]. Esta complexidade, deve-se a grande variedade da matéria
organica depositada, além do longo periodo de deposicdo. A caracterizagdo geoquimica do dleo
¢ tradicionalmente realizada através da determinacao de parametros diagnostico onde a classe
dos saturados ¢ a fracdo de compostos mais estudada [2,5-8]. Apos a analise por GC-MS e/ou
GC-MS/MS, compostos denominados biomarcadores sdo identificados nos cromatogramas e

suas areas de pico calculadas na etapa de processamento de dados.
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A correlagdo entre as areas dos picos cromatograficos € utilizada para calcular diferentes
razdes diagnosticas. Essas proporgdes, ou uma combinagdo delas, fornecem informagdes como
evolugdo térmica, origem da MO, condi¢des durante a deposicao da MO e formagao de dleo
[2,8—11]. Os parametros de diagnostico sdo uma ferramenta poderosa para extrair informacoes
sobre a correlag@o 6leo-dleo e rocha fonte de petrdleo. A comparagao de diferentes amostras é
geralmente promovida através da comparagdo direta de razao para razdo ou mesmo graficos 2D
ou 3D envolvendo diferentes razdes para distribuir as amostras em um espaco grafico [5,6].
Além disso, andlises forenses podem ser realizadas usando tais correlagdes para sugerir um
possivel candidato ou origem do 6leo derramado que esta sendo estudado [7,12,13]. Tais
correlagdes entre componentes de uma mesma amostra tém a fun¢io de minimizar os efeitos da
concentracdo quando diferentes amostras sdo comparadas. Assim, oleos de diferentes locais e
condigdes de analise semelhantes podem ser comparados e avaliados. Nao apenas, uma
abordagem multicriteriosa € necessaria na avaliagdo geoquimica, uma vez que as caracteristicas
da rocha geradora sdo sugeridas ndao apenas por uma, mas por varias razdes de biomarcadores,

bem como presen¢a ou auséncia destes [12].

Em geral, biomarcadores sdo compostos que preservaram sua estrutura original durante
o processo de sedimentagdo e formagado do 6leo [1,2]. Classes como esteranos 217 Da e terpanos
191 Da sdo as mais analisadas, sendo utilizadas como base para avaliacdo de informacdes
geoquimicas [2,5,6]. Esses compostos podem estar diretamente relacionados aos organismos
encontrados na matéria organica (MO) durante a formacao do 6leo, podendo também fornecer
informagdes sobre o ambiente deposicional e o processo de biodegradacdo que ocorre no 6leo
[2,4,14]. Seus processos de formacdao podem ser bastante complexos e a caracterizagcdo de um
composto como biomarcador depende de um entendimento a fundo, ndo apenas da rocha/oleo
estudado, mas dos processos fisico-quimicos e biologicos envolvendo a molécula de origem e
as modificacdes sofridas [4]. Devido aos diferentes tipos de matéria orgénica, processos
sofridos ao longo do processo de deposi¢do, degradacdo, entre outros, € de se esperar que a
complexidade do material na rocha geradora seja de alta complexidade em uma ampla faixa de
massa molar. Desta forma, nem todo componente presente na amostra contém uma informagao
relevante, sendo necessdrio observar com cautela alguns compostos chave, mapeados
anteriormente. Alguns destes compostos, os biomarcadores, e parametros diagnostico mais

comuns sao descritos nos topicos a seguir.

Breno Jorge Pollo



25

1.2.1 n-alcanos e indice de preferéncia de carbono (CPI)
Os n-alcanos de cadeia longa, também conhecidos como parafinas, sdo encontrados

como um perfil de série homologa se submetidos a uma rampa de aquecimento constante. Por
esse perfil caracteristico obtido em um cromatograma, ¢ utilizado como a primeira classe para
caracterizar 0leos e sedimentos em geoquimica organica [15]. Estes compostos sao encontrados
frequentemente em diversos organismos, entre eles plantas, e t€ém sua origem na
descarboxilagdo de seus acidos graxos [1,16]. O tamanho da cadeia carbonica da parafina ¢
reflexo da MO de origem que foi depositada. Os n-alcanos leves de Cis a Cy7, sdo normalmente
de MO de origem marinha, predominantemente de algas. No outro espectro, quando a matéria
organica ¢ de origem terrestre, ¢ comum a predominancia de hidrocarbonetos de maiores

cadeias, de Czs a Css, por serem originarios das chamadas plantas superiores [1,4,14].

O CPI (indice de preferéncia de carbono) pode ser utilizado para determinar o tipo de
matéria organica do meio através da verificacdo da preferéncia de n-alcanos de cadeia impar
sobre os de numero par. Quando se obtém um CPI > 1, este indica uma baixa evolucao térmica.
E, com CPI > 2, pode-se sugerir a deposi¢ao da matéria organica proveniente de ambiente
terrestre [17,18]. Por outro lado, CPI ~ 1 sugerem uma maturidade térmica para o extrato da
rocha. Para ambiente hipersalinos ou carbonaticos, valores abaixo de 1 sdo encontrados, apesar

de serem incomuns [2].

O parametro pode ser calculado pela Equacao 1. Sdo utilizados os valores das areas dos

picos de cada n-alcano do cromatograma de ions selecionados (SIM) a 85 Da:

[C25+ Ca7+ Cyo+ (51 + Cs5 n Cost Cor + Coo+ G5y + C33]

CP] = Cagt Coet Cog + C3o+ C3p ~ Cpt Cpgt C3p + C3p + (34

Equacgdo 1: Cdlculo do indice de preferéncia de carbono (CPI) segundo Peters et al. [1]. Adaptado de
Pollo [19].

E comum uma menor abundancia de hidrocarbonetos acima de 30 carbonos e ¢ esperado
que essas parafinas de maior cadeia apresentem uma menor contribui¢do para o valor do CPL
Nesta abordagem, Wood et. al. utiliza picos de Cz3 a Ca9 para calcular o CPI como demonstrado

na equacao 2 [20].
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[Cz3+ Cys + Cyy n Cys+ Cy7 + 629]
Cout Cret Cog Coat Cret Cog
2

CcPI =

Equacdo 2: Cdlculo do indice de preferéncia de carbono (CPI) segundo Wood et al. [20]. Adaptado de
Pollo [19].

Este parametro, entretanto, ¢ significativamente afetado pela biodegradacgao através de
microrganismos e craqueamento decorrente da evolucao térmica, fendmenos estes que
consomem os alcanos de cadeia mais longa [1,2,4,18]. Desta forma, ¢ extremamente importante
uma abordagem cautelosa na utilizagdo deste parametro e associd-los a outros para uma
abordagem assertiva. A Figura 2 apresenta o perfil cromatografico de 6leos em diferentes

estagios de biodegradacao.
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Figura 2: Cromatogramas para oleos em diferentes estdgios de biodegradacdo. Mais biodegradado
(acima); menos biodegradado (centro) e ndo biodegradado (abaixo). Modificado de Prata [3].

Pode-se observar que o perfil da série homoéloga dos n-alcanos fica cada vez menos

perceptivel conforme a extensdo da biodegradacao passa a ser mais intensa. De fato, ja em 6leos
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com uma biodegradagdo leve, o perfil da série homodloga ¢ praticamente ndo presente no
cromatograma de ions totais (SCAN), sendo necessario a verificagdo do cromatograma de ions
selecionados (SIM) para verificagdo deste perfil. Como resultante do processo de
biodegradagao, ¢ natural o aparecimento de uma mistura complexa nao-resolvida (UCM) no
perfil cromatografico. Indicando uma abundéancia de compostos, inimeros isomeros € outros
compostos presentes deste processo que ndo se distinguem cromatograficamente e ndo sao

passiveis de identificagdo devido a grande sobreposi¢ao de picos nesta regiao.

Um outro parametro comum de avalia¢do da extensdo da maturidade do 6leo ¢ o perfil.
Como citado, hidrocarbonetos de cadeia mais longa tendem a serem consumidos com o avango
da maturidade térmica ou biodegrada¢do. A Figura 3 apresenta os perfis cromatograficos

representativos para a avaliagdo desta propriedade.

(x1.000,000)
80,10 [C11(A)
5.0+
4.0+
3.0
2.0{
1.04
T | T T T | T T ‘ T T ! T T ‘ T T T | T ' T T T T ‘ T
10 20 30 40 50 60 70 80

(x100,000)

1.00€85.DO (1.00) |! !AL [B]

0.751

0.501
0.25]
0.0 ] 1 l e l\.. s, Lu i . I i Aok " " o J & l ' | W S
i R e LA pesLLls
10 20 30 40 50 60 70

Figura 3: Oleos brasileiros em diferente estdgio de maturidade térmica. Amostra CP11 apresenta um
perfil bimodal caracteristico de oleos de baixa maturacdo. Abaixo o perfil VAL(B) de um éleo de maior
maturidade. Modificado de Prata [3].

O cromatograma superior apresenta um perfil bimodal de n-alcanos com 2 méaximos de
area de pico em C20 e em C30. No cromatograma inferior, do contrario, ocorre um maximo
apenas em C17, sendo um perfil unimodal. Sugerindo, portanto, que as parafinas de maior
massa foram consumidas, resultando em uma menor abundancia desses compostos pesados e

enriquecendo os compostos mais leves como resultado do craqueamento.
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1.2.2 Razao Pristano (Pr) / Fitano (Ph)
Pristano e fitano sdo isoprenoides aciclicos de 19 e 20 carbonos, respectivamente.

Isoprenoides podem ser mais facilmente compreendidos como n-alcanos ramificados,
estruturados pela repeticao de unidades de isopreno [2,12]. Para monitoramento do Pr e Ph ¢
utilizado a razdo m/z 183 Da, mas, pela sua estrutura de hidrocarboneto saturado, o
monitoramento pelo ion extraido 85 Da, fragmento caracteristico para alcanos lineares, ¢é
também realizada. Seu precursor bioldgico € a clorofila A, ou fitol. A depender do ambiente
deposicional, este apresentando-se como oxidante ou redutor. Desta forma, quando o ambiente
apresenta caracteristica oxidante (6xico), € comum uma relagcao Pr/ Ph > 1; o inverso se aplica
quando o ambiente deposicional ¢ de caracteristica redutora (andxico) [1,11]. A Figura 4

apresenta a estrutura dos compostos e seu precursor biologico.

% Pristano
PO S PP T

og, .

Fitol fbc‘o
Fitano

Figura 4: Processo de formacdo dos isoprenoides Pristano e Fitano em ambientes oxicos e anoxicos.
Adaptado de Pollo [19].

Algumas informagdes adicionais podem ser obtidas a partir da relacdo Pr / Ph. Quando
Pr/ Ph > 3), pode-se sugerir que houve deposi¢cao em condigdes Oxicas, respeitando a razdo Pr
/Ph> 1, de matéria organica terrestre [2]. Por outro lado, valores de Pr/ Ph < 0,8 podem sugerir

que a deposi¢do em de MO em ambiente marinho em condi¢des de alta salinidade.

1.2.3 Razao Pristano / n-alcano C17
A razdo Pr/ C17 ¢ um pardmetro complementar a razdo Pr / Ph na determinagdo das

caracteristicas do ambiente deposicional das amostras. Espera-se que amostras provenientes de
ambientes marinhos apresentem valores de Pr / C17 < 0,5. Por outro lado, para amostras de
ambientes terrestres valores superiores a 0,6 sdo comuns. Contudo, € importante ressaltar que

arazao Pr/ C17 nao ¢ eficaz na distingdo entre ambientes marinhos e lacustres [2].
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1.2.4 Raziao Fitano / n-alcano C18
A razao Pr/ Ph ¢ um indicador da maturidade do 6leo. Quanto maior a razdo Pr/Ph e

menor a razao Ph / C18, maior a maturidade do 6leo. De forma complementar, a construcao de
um grafico relacionando Pr / C17 e Ph / C18 pode trazer informagdes sobre as condigdes do

ambiente de deposi¢ao como 6xico ou andxico [21].

1.2.5 Terpanos
Terpanos sdo biomarcadores encontrados em 6leos € possuem origem em membranas

lipidicas de bactérias. Estes compostos podem ser classificados em trés grupos: triciclicos (C19-
C54), tetraciclicos (derivados de hopanos) e pentaciclicos (hopanos). A alta concentragdo de
terpenos triciclicos pode indicar a presenca de algas primitivas [22]. Hopanos com mais de 30
carbonos sao associados a bactérias especificas produtoras de bacteriohopanotetrol, enquanto
os menores (C30 ou menos) tém precursores como diplopteno ou diplopterol [23]. Os terpanos
pentaciclicos apresentam uma estrutura ciclica de um anel de cinco carbonos e outros quatro
anéis de 6 carbonos. Consequentemente, a fragmentagdo de suas moléculas no espectrometro
de massas leva ao aparecimento da razdo m/z 191 Da [2]. A Figura 5 apresenta a estrutura do

precursor bacteriohopanotetrol e do hopano C30 (H30).

OH OH

OH OH

- ", Hopano Csq
Bacteriohopanotetrol % ?

Figura 5: Conversdo do precursor bacteriohopanotetrol para hopano C30 (H30). Adaptado de Pollo
[19].

-7 m/z191

# m/z259
miz 123

Figura 6: Fragmentos caracteristicos da classe dos terpanos ou hopanos pentaciclicos. Modificado de
Junior [33].
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Para hopanos de maior cadeia, isto é, de C31 a C35, ocorre o aparecimento de um
carbono assimétrico. Assim, passa a ocorrer a presenga de 2 picos cromatograficos que

representam a forma R e S dos isémeros.

1.2.6 Razao Ts/(Ts + Tm)
Os hopanoides Ts (17B(H)-22,29,30-Trinorneohopano) ¢ Tm (17a(H)-22,29,30-

Trinorhopano) sao biomarcadores resultantes de modificagdes estruturais durante o processo de
formagao do petroleo. Essas alteracdes, que envolvem a perda de trés dtomos de carbono ¢ um
rearranjo de grupo metila, sdo resultados das altas temperaturas e pressdes presentes no
ambiente deposicional. A razdo entre as concentragdes de Ts e a soma de Ts e Tm (Ts/(Ts+Tm))
¢ utilizada como um parametro para avaliar o grau de evolugdo térmica do dleo. Isso ocorre
porque o composto Tm ¢ menos estdvel termicamente em comparagdao ao Ts.
Consequentemente, a medida que o petroleo ¢ submetido a temperaturas mais elevadas, a
quantidade de Tm diminui enquanto a de Ts aumenta, indicando uma maior maturidade [2]. A

Figura 7 apresenta a conversao entre as duas estruturas para os hopanos Ts e Tm.

--u[,,, H
ulff,”’

Diagénese
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17a(H)-22,29,30-Trisnorhopano (Tm)

.,"'I
,
4 17p(H)-22,29,30-Trisnorneohopano (Ts)

Figura 7: Estruturas e equilibrio entre Tm (170(H)-22,29,30-Trinorhopano) e Ts (175(H)-22,29,30-
Trinorneohopano).

Os compostos Ts e Tm podem ser identificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS/MS) através da transi¢ao m/z 370 > 191, ou utilizando SIM
a 191 Da. Valores baixos para a razao sugerem o0leos pouco evoluidos e podem indicar que a
rocha geradora ainda ndo atingiu seu potencial maximo de gera¢do. Ambientes carbonaticos
tendem a apresentar valores baixos, enquanto ambientes hipersalinos tendem a apresentar
valores altos. A razdo Ts / Tm também pode ser utilizada, entretanto ela ¢ mais sensivel a

variacoes. Por exemplo, para um estudo realizado em bacias brasileiras valores para Ts / Tm >
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1, indicam 6leos de ambientes lacustres; para Ts / Tm < 1, 6leos de ambientes evaporiticos e
carbondticos [24]. No entanto, como a maioria dos biomarcadores, estes compostos também

estao sujeitos aos efeitos da biodegradagao.

1.2.7 Razao Gamacerano / Hopano C30 (H30)
O gamacerano ¢ um composto organico pentaciclico que desempenha um papel crucial

na caracterizacdo de ambientes deposicionais. Sua estrutura molecular se diferencia dos
hopanos com cinco anéis de seis carbonos. A presenca de gamacerano em sedimentos e 6leos ¢

fortemente associada a condi¢des de alta salinidade e estratificagdo da coluna de agua.

Sua origem estd ligada a organismos marinhos e protozoarios, que produzem um o
precursor biologico chamado tetrahimanol. Sob condic¢des de alta salinidade, o tetrahimanol da
origem ao gamacerano apds uma desidratacdo seguido de uma hidrogenacao da ligacdo dupla
formada neste processo [2,25,26]. A razdo entre a concentracdo de gamacerano ¢ do hopano
C30 (H30) ¢ utilizada como um indicador da salinidade do ambiente deposicional, esta razdo ¢
também conhecida como Gammacerane Index. Valores elevados dessa razao sao caracteristicos
de ambientes hipersalinos, enquanto valores baixos indicam ambientes menos salinos ou
predominantemente terrestres. O gamacerano pode ser monitorado por espectrometria de

massas sequencial (MS/MS) pela transicao 412 > 191 Da ou pelo SIM 191 Da [1].

A andlise do gamacerano em amostras geologicas permite reconstruir as condi¢des
paleoambientais e identificar ambientes deposicionais favoraveis a geragao de hidrocarbonetos.
No entanto, ¢ importante considerar que a biodegradacao e outros processos pos-deposicionais

podem afetar a preservagdo do gamacerano, limitando a interpretagcao dos dados.

1.2.8 Razao Hopano C35/ Hopano C34
Os hopanos acima de 30 carbonos, como apontado brevemente no tépico 1.2.5,

apresentam um carbono assimétrico e subdividem-se em moléculas R e S a partir de 31
carbonos. Por pertencerem a classe dos terpanos pentaciclicos, pode-se realizar o
monitoramento do ion 191 Da. Para os hopanos C35 e C34 ¢ possivel verificar a transigao

especifica no MS/MS para m/z 468 > 191 Da e 454 > 191 Da, respectivamente.

A razdo H35 / H34 ¢ um sugestivo para a condi¢do redutora do ambiente de deposi¢ao
da MO. Uma alta razdo H3s / H34 indica condigdes altamente redutoras. Ambientes carbonaticos

marinhos e evaporiticos também podem apresentar alta concentracdo de homohopanos Css [2].
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1.2.9 Esteranos e correlacao C27-C28-C29
Os esteranos sdo biomarcadores derivados de esterdis presentes em membranas

celulares de organismos eucarioticos como algas e plantas [2,27]. Esteranos regulares variam
de C18 a C31, sendo mais comuns os de C27 a C29. Estes biomarcadores sao utilizados para

investigar o ambiente de deposi¢ao do 6leo, maturidade e biodegradacgao [28].

Os esteranos biomarcadores derivados de esterdis presentes em organismos
eucarioticos, sao amplamente utilizados para avaliacdo do paleoambiente de deposicdo. A
distribuicdo relativa dos esteranos C27, C28 e C29, que sdo os mais abundantes, reflete a
contribuicdo de diferentes fontes de matéria organica [12]. Por exemplo, a predominancia de
esteranos C27 sugere uma maior contribui¢ao de plancton marinho, enquanto a predominancia
de C29 indica uma maior contribui¢cdo de plantas terrestres. A abundancia de esteranos C28
estd frequentemente associada a uma mistura de fontes marinhas e terrestres [14,29-32]. Um
perfil de esteranos com uma forma de "V" ¢ frequentemente associado a altos graus de
maturidade térmica [12]. A representacdo grafica da distribui¢do dos esteranos em diagramas
ternarios permite visualizar as relagdes entre os diferentes tipos de esteranos e os respectivos

paleoambientes de deposicao.

A identificacdo de esteranos por espectrometria de massas se baseia na deteccao de ions
caracteristicos, como m/z 217 Da no SIM. No MS/MS, ions precursores com m/z 372, 386, 400

e 414 Da> 217 Da podem ser monitorados para maior especificidade.

Esterano C, (Colestano) Esterano C,g (Ergostano) Esterano C,g (Estigmastano)

Figura 8: Estrutura de esteranos regulares de 27, 28 e 29 carbonos, também chamados de colestanos,
ergostanos e estigmastanos, respectivamente.
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m/z217/218 - - --------.

m/z 149/151 = - - - - -

o= m/z261+R

R= H, CH3, CzH5

Figura 9: Numeracdo da estrutura da classe dos esteranos (esquerda) e seus fragmentos caracteristicos
(direita). Modificado de Junior [33].

1.2.10 Razao esteranos 20S / (20S + 20R)
A maturidade térmica do 6leo pode ser avaliada através da andlise da conversao da

conformagdo 'R' para 'S' nos esteranos C29. Essa conversdo, que ocorre com o aumento da
temperatura, ¢ refletida no aumento da razao S/(R+S). Valores proximos a 0,52-0,55 indicam

que o oOleo atingiu um estadgio de maxima maturidade térmica [1,2].

1.2.11 Razao de isomerizacao de esteranos C29 afipp / (app + aoa)
A isomerizag¢ao nos carbonos C5, C14 e C17, expressa pela razao affff / (o + aaa) no

esterano C29, também ¢ utilizada para avaliar a maturidade [34]. Valores dessa razao entre 0,52
e 0,55 sdo indicativos de que o dleo € termicamente evoluido e a rocha geradora atingiu o pico
de geracao de 6leo [1,35]. Quando os valores sdao menores que 0,52, sugere-se que a matéria

organica seja pouco evoluida termicamente [2,3].

1.2.12 Razao esteranos regulares / hopanos
Hopanos sao compostos biomarcadores amplamente distribuidos em 6leos, sendo mais

abundantes em Oleos de origem lacustre. A razdo entre esteranos regulares (C27, C28 e C29)
na conformacao aoo + af|f (20R + 20S) e hopanos 17a (C29-C33) (22R + 22S) ¢ um indicador
da origem da matéria organica. Valores elevados dessa razdo, geralmente acima de 1, sdo
caracteristicos de ambientes marinhos com alta contribuicdo de plancton e algas, sugerindo
predominancia de matéria organica proveniente de organismos eucarioticos. Por outro lado,
baixos valores dessa razdo, isto ¢, altas concentracdes de hopanos, indicam maior contribui¢ao
de matéria organica terrigena e/ou microbiana, proveniente de organismos procaridticos

[36,37].
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1.2.13 Biodegradacao
A biodegradag¢do ¢ o processo pelo qual organismos vivos decompdem o petroleo

formado, alterando suas caracteristicas. Nem todos os componentes do petroleo sdo degradados
com a mesma facilidade. Desta forma, diferentes estagios de degradacdo podem ser verificados
de acordo com a presenca ou ndo de algumas classes de hidrocarbonetos saturados, como
sugerido pela Figura 10. Os alcanos de cadeia curta sdo os primeiros a serem consumidos.
Compostos mais complexos, como alcanos ramificados e aromaticos, sdo degradados apenas

em estagios avangados.

Nivel de Aromaticos
biodegradagdo  n-parafinas  Isoprendides Esteranos Hopanos Diasteranos (C16-Cy0)
Leve
(1) O
() [ |
(3)
Moderado
(4)
(5)
Pesada i
(6) , 1 @E

(6) 180

(7) ‘
Muito Pesada

(8)

-25-NorHoano

25-NorHopanos Ausentes

(9)
Severa

(8) EEE

1 = Homologos dos n-alcanos de baixo peso molecular consumidos; 2 = Degradagéo das n-parafinas; 3 = Somente tragos
das parafinas lineares; 4 = Auséncia das parafinas, isoprendides acpiclicosintacos; 5 = Isoprendides aciclicos ausentes; 6 =
Esteranos parcialmente degradados; 7 = Esteranos degradados e diasteranos intactos; 8 = Hopanos parcialmente
degradados; 9 = Hopanos ausentes, diasteranos degradados; 10 = Esteranos Cy; — Cyq

Figura 10: Nivel de biodegradacdo indicada pela auséncia de diferentes classes de compostos do
petroleo. Adaptado de Prata e Peters [2,17].

1.3 Método de analise da rocha geradora
A caracterizagdo e avaliagdo de uma rocha geradora como possivel produtora de

petroleo € um desafio para o analista devido a alta complexidade da amostra e nimero de
constituintes, normalmente encontrados em baixas concentragdes [2,38]. Tradicionalmente, o
método de anélise de biomarcadores em sedimentos requer a remog¢ao da MO presente na rocha

com extracdo de Soxhlet, concentracdo do material extraido seguida de fracionamento em
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coluna aberta e analise de GC-FID/MS. O processo de fracionamento visa separar o extrato em
saturados, aromaticos, resinas e asfaltenos leves (SARA) [8,10,39]. O procedimento de
referéncia ¢ a ASTM D4124, sendo este modificado pela comunidade ao longo dos anos [39].
Tal procedimento ¢ demorado, exigindo pré-tratamento da amostra e cuidadoso manuseio
durante todo o processo, pois suas etapas ndo sdo automatizaveis, o que expoe o método a
inimeros erros € possiveis contaminagdes associadas a grande quantidade de operagdes
unitarias [40].

Apesar de estarem associados a uma atividade economica de alto risco, o processamento
e os protocolos ndo se atualizaram no mesmo ritmo que a industria de petréleo e gas em geral,
e a maioria dos métodos aplicados ainda depende de grande quantidade de solventes toxicos
[41]. Desta forma, métodos mais rapidos e de menor impacto ambiental sdo necessarios para

alinhar os procedimentos com os padrdes de preparo de amostras do século 21 [42].

1.4 Microextraciao em fase sélida (SPME)
Desenvolvida em meados dos anos 90, a microextragdo em fase solida (SPME) ¢ uma

técnica de microextragdo altamente consolidada na comunidade cientifica [43,44]. A SPME, na
sua forma mais simples, envolve a adsor¢do dos analitos de interesse em uma fibra revestida
com um filme fino de dimetilpolissiloxano (PDMS), seguida da dessor¢do térmica direta no
sistema cromatografico [45]. Outros tipos de recobrimento de fibra estdo disponiveis
comercialmente. Esta ¢ outra caracteristica bastante atrativa da técnica. Sua compatibilidade
direta com o sistema cromatografico e total integragdo a sistemas de injecdo automadtica
proporcionam a rapida dessor¢do dos analitos com alta praticidade. Nao apenas, a reutilizacao
da fibra fica na casa das centenas de vezes. Caracteristicas estas, portanto, que podem ser citadas

como as responsaveis pela ampla difusao de técnica em analises quimicas [43,44].

A técnica ¢ baseada em coeficientes de particdo de analitos nas diferentes fases do
sistema, ¢ devido ao pequeno volume de fase extratora, a técnica ¢ de carater ndo exaustivo
[43,46-48]. Assim, a quantidade de analito que um revestimento pode extrair depende das
constantes de distribuicdo e da quantidade de analito livre na amostra. Nao apenas, a imersao
direta (DI) ou a extracdo através do headspace, além das condi¢des experimentais, afetam a
velocidade com que a quantidade méxima de compostos pode ser extraida. Para compostos
altamente volateis em amostras aquosas, extragoes em condigdes de equilibrio sdo realizadas
corriqueiramente devido a cinética rapida. No entanto, para compostos organicos semivolateis

(SVOCs) o equilibrio pode ndo ser pratico por ser exigir tempos de extracdo muito longos [47].
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Este método simples, mas eficaz, tem sido usado extensivamente na quimica analitica
em areas como ambiental e biologicas, por exemplo. No entanto, na area petroquimica seu uso
¢ restrito devido a natureza da amostra e a inadequacao da técnica para extracdo de compostos
mais pesados, que tem sua aplicacao voltada a compostos volateis e/ou presentes em amostras
aquosas. Sua aplicagdo raramente requer o uso de solventes organicos nas amostras ou algum

tipo de procedimento ambientalmente ndo amigéavel, caracterizando a técnica como verde [47].

Apesar da compatibilidade com injetores automaticos, a SPME também pode ser
operada manualmente utilizando aparelho chamado holder, que é um dispositivo que permite a
exposicdo da fibra microextratora a partir do seu compartimento. A Figura 11 apresenta o

aparato para extragdes manuais.

Figura 11: Holder para extracdo manual em SPME sobre amostra acondicionada em vial para extracdo
através do Headspace (esquerda). (A): fibra extratora exposta do interior da agulha protetora. (B):
aproximagdo na fibra contendo o polimero extrator. Adaptado de Pollo [19].

Os aspectos operacionais da fibra de microextracdo em fase sélida sao relativamente
simples. Num primeiro momento a fibra deve ser exposta do seu compartimento para que passe
a absorver/adsorver analitos, a depender da natureza da fibra utilizada [47]. E importante
atencdo com a operacdo, pois a fibra ¢ bastante fragil a impactos [45]. Na imersdo direta, ela

primeiro ¢ acondicionada dentro da amostra agitada e exposta posteriormente. Na extracao via
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headspace ela ¢é posicionada acima da amostra, agitada ou ndo, para depois ser exposta. Em
ambos os casos o vial de extracdo possui tampa e € o émbolo da fibra ¢ inserido no vial através

de um septo.

1.4.1 Fundamentos
Os fundamentos tedricos da técnica que explicam os mecanismos ¢ a interagdo dos

analitos com o meio podem ser abordados termodinamicamente ou cineticamente. Esta segunda

abordagem se fard extremamente relevante posteriormente.

Termodinamicamente, o aspecto de maior interesse ao se realizar uma microextragao ¢
conhecer a quantidade de analito capaz de ser extraida pelo sistema (n). Neste caso, ao se
considerar um sistema trifasico, sendo estas 1) polimero extrator, 2) headspace ¢ 3) matriz, a
quantidade do composto de interesse extraida pela fibra no sistema ¢ obtida pela equacdo a
seguir:
n=CVy = —COKfSVSVf

KesVe + Vs
Equacdo 3: Quantidade de analito extraido em funcdo das concentracdes e volumes das fases do sistema
trifdsico.

A distribuicao de um analito entre as fases durante uma extragdo através do headspace

pode ser expressa segundo a equacao 4:
CoVs = Cmef + C°Vy, + GV
Equacdo 4: Distribuicdo do analito nas diferentes fases de um sistema trifdsico.

Ao observar as duas equagdes, verifica-se que os termos presentes sdao, em sua grande
maioria, os mesmos. Vrrepresenta o volume da fibra extratora e Vs € o volume da amostra. Co,
a concentracao inicial de analito no sistema, Cr é a concentracao de analito na fibra. Os termos
de concentragdo representados com o simbolo o sdo para um tempo de extragao infinito, isto &,
com o sistema em equilibrio. K¢ representa a constante de equilibrio do analito entre o a fibra
extratora e a amostra [47]. Esta constante pode ser desmembrada como K, multiplicado por

Kus, 0 termo ‘h’ € para o headspace.

Este termo, Kus, relaciona-se com a constante de Henry. Neste caso, analitos com
constante de Henry de baixo valor, isto ¢, com baixa pressao de vapor, possuem a resisténcia a
transferéncia do analito para o headspace no termo Kis. Assume-se também que a transferéncia
do analito da fase gasosa para a fibra seja rapida, resultando em um K, significativamente maior

que Kis [47].
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No aspecto cinético da técnica, diversos fatores podem influenciar a velocidade com
que uma extragdo ocorre. Considerando ainda o caso para um sistema de extragdo através do
headspace, o analito deve deixar o bulk da amostra, passar para a fase vapor e para ser absorvido
pela fase extratora. Ao considerar os equilibrios amostra-headspace e headspace-fibra, algumas

consideragdes podem ser levantadas.

Intuitivamente, para analitos que possuem uma baixa pressao de vapor, o aquecimento
leva a uma aceleragdo da extracdo consideravel. O mesmo beneficio é visualizado para a
agitacdo da amostra. O aumento no tempo de extragdo pode ser ajustado para extragdo maxima
do analito de interesse. Ha diferentes tipos de fibras extratoras com polaridades e espessuras de

filme disponiveis comercialmente como mostra a Figura 12.
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Figura 12: Tempo de equilibrio e quantidade de analito extraido em fungdo da espessura do filme
(esquerda). Tipo de fibra em funcdo da polaridade e volatilidade dos analitos (direita). Adaptadas de
Pawliszyn [47].

Verifica-se que com a utilizacdo de um filme de espessura mais fina, o equilibrio ¢
atingido rapidamente durante a extragdo. Com a utilizagdo de fibras de menor capacidade,
ocorre o favorecimento da extracdo de compostos de menor volatilidade. Por outro lado, a
quantidade de analito extraido ¢ significativamente menor [45,47]. Portanto, além da
temperatura, tempo de extragdo, modo de extracdo e quantidade de amostra, ¢ de suma

importancia a escolha da fibra para maior eficiéncia no processo.

Apesar de todos os aspectos que podem ser avaliados, quando se trata de compostos de
baixissima volatilidade, estes podem ndo ser o suficiente para obtencdo de quantidade
apreciavel de analito extraido. Um tempo de extracdo muito longo, acima de 1 h, e temperaturas
além da temperatura de evaporagao da d4gua no aquecimento podem nao ser praticos, pensando

no fluxo de analises dentro de um laboratorio.
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1.4.2 Microextracao em fase solida via Headspace assistida por vacuo
(Vac-HSSPME)

Como forma de contornar essas limitacdes, Psillakis e colaboradores demonstraram que
a aplicag¢ao de vacuo pode melhorar a cinética de extragdo de SVOCs via headspace [49,50].
Considerando que as pressoes parciais dos analitos em fase vapor sdo independentes da pressao
total, a quantidade de compostos extraidos em Vac-HSSPME ¢ essencialmente a mesma que
em HS-SPME convencional. No entanto, a pressdo reduzida encurta o tempo necessario para o
equilibrio do sistema, promovendo uma extracdo rapida e ganho significativo para compostos

de maior massa.

Considerando amostras aquosas ou em solucdo, a teoria cita que a resisténcia a
transferéncia de massa da amostra para a fase vapor esta relacionada a dois filmes adjacentes a
interface dgua-ar, estes, por sua vez, relacionados a constante de Henry (Ky), propriedade do
analito. Este parametro ndo ¢ afetado pela pressao reduzida e compostos com menor Ky podem
ter sua transferéncia para o headspace acelerada, ja que sua resisténcia a transferéncia de massa
depende da espessura de filme na fase gasosa [49—51]. A Figura 13 demonstra a presenga dos

filmes na interface entre as duas fases do sistema.

f.t Concentration G (g)
- Turbulent Transfer

-

_____ —— e = = e oy T = = == =

e B £~ Molecular Transfer

Figura 13: Vac-HSSPME e modelo dos dois filmes na interface dgua-ar onde: (w), (g) e (f) sdo as fases
de dgua, gds e fibra de SPME, respectivamente; Cg e Cw sdo as concentragdes nas fases gasosa e
aquosa. Adaptado de Psillakis [49].

Do ponto de vista teodrico, a aplicacdo de vacuo no sistema apresenta uma melhora
cinética. Neste caso, os analitos afetados pela pressdo reduzida no sistema sdo extraidos mais

rapidamente. A quantidade de analito extraido sob um tempo de equilibrio infinito (um aspecto
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termodinamico) ndo ¢ afetada pela evacuagao, mas sim a velocidade com que esses analitos sao

levados ao headspace.

1.5 Extracao com fluido pressurizado
Existem métodos alternativos para a analise de rocha-geradora e nao ¢ preciso restringir-

se a técnicas de equilibrio de parti¢do. A extragdo liquida pressurizada (PLE) tem sido utilizada
como alternativa a extragao liquida convencional, como extragao liquido-liquido e Soxhlet em
diversas areas, devido as suas propriedades e vantagens [52,53]. Uma extracdo liquida depende
da transferéncia dos analitos da matriz para o solvente e, a depender do solvente ou das
propriedades do analitos de interesse, um grande volume de solvente pode ser necessario.
Normalmente, esses processos de extracdo classicos vém associados a um alto consumo de
solvente pouco amigaveis no aspecto ambiental, além de demandarem muito tempo e operacdes

unitarias na extragao.

A transferéncia de analitos da matriz para o solvente pode ser acelerada se alguns
parametros de extracdo forem ajustados, como temperatura e pressdo do solvente. A PLE tem
como principio o aquecimento para alteragdo de propriedade do solvente para ajuste de sua
seletividade [54]. Parametros como permissividade estatica, ou constante dielétrica (g),
apresentam uma rela¢do negativa com o aumento da temperatura (T). Para a 4gua, seu valor em
temperatura ambiente ¢ de 79, enquanto a 200 °C este ¢ reduzido para 35 [54]. Nao menos
importante, com maior T ¢ obtida uma menor tensao superficial € menor viscosidade para o
fluido. Desta forma, sua molhabilidade e difusdo sdo melhoradas, garantindo uma melhor

transferéncia de massa do analito da matriz para o solvente.

De maneira andloga a SPME, diversos parametros de extracao podem ser ajustados em
um sistema PLE. Dentre estes pode-se citar a quantidade de amostra, temperatura e tempo de
extracdo. Sendo de interesse que o solvente permaneca em estado liquido com seu aquecimento,
¢ necessario que seja utilizada uma alta pressao no sistema, parametro este que também pode
ser otimizado. Associado ao tempo de extracdo, estd o modo de extragdo, podendo este ser
dindmico, estatico ou ambos. As propriedades termodinamicas dos solventes, como
permissividade estatica e ponto critico, devem ser consideradas quando um método PLE esta
sendo desenvolvido [52,55]. Esses parametros podem ser usados como base para comparar
solventes, inclusive com os solventes associados aos métodos classicos e podem prever algum
comportamento durante o processo de extragdo. Alguns compostos apresentam propriedades

interessantes que os tornaram os principais candidatos para PLE: dgua, CO: e etanol. Apds
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realizacdo da otimizagdo das condigdes, idealmente, se esta for 6tima, menos solvente pode ser

usado para extragdo de analitos em um menor tempo.

A Agua é altamente abundante, barata e fornece uma ampla faixa & em relacio a
temperatura [52,55]. No entanto, o ponto critico da 4gua ocorre em alta temperatura e pressao
(Tc =374,1 °C e Pc =221 bar), e sua € comeca a se alterar significativamente apenas préoximo

a ele. A Figura 14 apresenta diferentes parametros variando em fun¢ao da temperatura.
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Figura 14: Propriedades da dgua quente pressurizada. Adaptado de Kronholm [55].

E possivel observar que proximo a temperatura critica, a dgua passa a adquirir
propriedades distintas de seu estado convencional. Como citado anteriormente, a constante
dielétrica tem seu valor significativamente reduzido, juntamente com a densidade. O mais

interessante, provavelmente a propriedade de maior interesse, ¢ o alto ganho na solubilidade de
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compostos da classe dos hidrocarbonetos, fazendo com que a 4gua passe a atuar como um
solvente organico. Entretanto, essas propriedades do solvente demandam uma alta temperatura,
pressao e, associado a essas demandas, vem a dificuldade operacional. As extragdes com agua
quente pressurizada (PHWE) sdo propensas a vazamentos, pois selos expansiveis em conexoes
ndo sdo compativeis, podendo ser utilizadas apenas conexdes de tubulacdao de ago inoxidavel
para garantir que o sistema seja completamente selado [55]. Por essas dificuldades, sua
utilizacdao nao ¢ realizada apenas no modo supercritico, sendo comum seu uso em condigdes

proximas, chamadas de subcriticas [56].

1.5.1 Etanol pressurizado como fluido extrator
O bioetanol pode ser definido como o etanol obtido de fontes renovaveis, sendo o caso

do Brasil com sua grande produ¢do de cana-de-agucar [57]. Seu ponto critico (Tc =240,8 °C e
Pc = 61,5 bar) ndo ¢ tdo alto quanto o da 4gua, mas tem um ¢ significativamente menor a
temperatura ambiente [52]. Seu valor a T ambiente ¢ de 12,13, enquanto a 200 °C ¢ de 5,37,
apresentando uma vantagem consideravel neste aspecto sobre a dgua [58]. Além disso, sua
cadeia alquilica curta deve proporcionar melhor interacdo do solvente com hidrocarbonetos
quando comparado a agua. Levando em conta as propriedades do etanol, pode-se considera-lo

como um solvente alternativo alinhado com as bases da quimica analitica verde.

1.6 Métricas verdes
Todo processo quimico, seja este em escala laboratorial ou de produgao, possui um custo

operacional e riscos a ele associado. Esse custo, seja de pessoal, consumiveis ou reagentes, pode
ser mapeado, quantificado e os riscos minimizados. Alguns riscos apresentam um impacto
negativo de carater ambiental e, obviamente, ¢ de interesse que estes sejam identificados e
minimizados [59]. A fim de enfatizar a importancia desse posicionamento no desenvolvimento
de métodos e processos, em 1999 foram idealizados os principios de quimica analitica verde
(GAC) [60].

Diferentes métricas de impacto t€ém sido estudadas e desenvolvidas desde 2007 para
avaliar o grau verde de métodos analiticos enquanto os artigos relacionados a GAC possuem
crescente publicacdo desde 2003 [60,61]. O uso dessas métricas baseadas em softwares tem
sido difundido e algumas dessas sdo a AGREEPrep, AGREE, complexGAPI, RGB12, todas
gratuitas [42,59,62,63]. Algumas métricas sao focadas em métodos especificos, por exemplo a

HPLC-EAT ¢ voltada a métodos com cromatografia liquida de alta eficiéncia [64].
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Ao se observar as diferentes métricas, € possivel notar que estas apresentam uma grande
abrangéncia de varidveis, indo de cerca de 10, como na AGREEPrep, até 26 na complexGAPI.
Consequentemente, a entrada de dados em seus respectivos softwares acaba por gerar um
pictograma. Estes, por sua vez, podem ser simples, ou bastante complexos a depender da
métrica utilizada. Para exemplificar, a Figura 15 apresenta o pictograma da métrica AGREE

junto ao da métrica complexGAPI.

C

a -
Figura 15: Pictograma da métrica AGREE composto de 12 entradas (esquerda). Pictograma para a
métrica complexGAPI composto de 26 entradas (direita). Adaptado de Hussien et al. [59].

Em 2022, a métrica chamada AGREEPrep foi desenvolvida com o objetivo de
padronizar e avaliar os métodos de preparo de amostras de forma ampla. Seu valor varia entre
zero e 1, sendo 1 o indice de menor impacto ambiental. Diferentes aspectos sdo avaliados na
métrica, como consumo de energia, operacdes unitarias envolvidas, quantidade de amostra e

uso de solventes, totalizando 10 entradas para avaliacdo [42].

Considerando a desvantagem dos métodos convencionais aplicados a andlise de rochas
geradoras de oleo, Vac-HSSPME+GC-MS otimizado por DD pode ser uma abordagem
interessante e rapida para avaliagdo de biomarcadores. Da mesma forma, a aplicacdo de DD em
PLE, especialmente para o etanol, pode fornecer vantagens significativas sobre o método
Soxhlet+SARA. O objetivo deste trabalho é fornecer novas abordagens para a avaliagdo
geoquimica de rochas-geradoras de oleo, visando avaliar diretamente os biomarcadores,
simplificando e encurtando o procedimento de preparo amostral, consumindo menos recursos
humanos e sem utilizar solventes de alto impacto ambiental no processo de extragdo. A
avaliagdo do impacto de cada método serd mensurada através da métrica AGREEPrep e os

valores obtidos comparados com o método convencional.
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CAPITULO 2: VAC-HSSPME e GC-MS aplicados a analise de rochas geradoras.

2.1 Introducao
O petrdleo ¢ uma mistura quimica complexa formada por hidrocarbonetos saturados e

compostos polares, incluindo heteroatomos (N, O, S) de alto peso molecular ou nao [2,4]. A
caracterizacao fisico-quimica do dleo ¢ tradicionalmente realizada através da determinagao de
parametros geoquimicos. Estes dependem da quantidade, auséncia ou presenca de
biomarcadores, permitindo extrair informacdes sobre as condi¢des durante a deposi¢do da
matéria organica na rocha geradora. Tais compostos podem estar diretamente relacionados a
organismos encontrados na matéria organica durante a forma¢do do 6leo e também podem
fornecer informacdes sobre o ambiente deposicional e o processo de biodegradacdo que ocorre
no o6leo [2,4,14] Classes como isoprenoides, esteranos e terpanos sdo comuns em rochas
geradoras de petroleo e ainda podem fornecer informagdes sobre sua origem e potencial de

producao de 6leo de alta qualidade para o material estudado.

Os biomarcadores sdo formados durante a sedimentacdo da matéria organica e os
processos da diagénese, conservando sua estrutura [4] Assim, sua estrutura pode estar
relacionada ao seu precursor bioldgico carregando informacdes sobre a matéria organica
depositada. Caracteristicas especificas diferenciam os biomarcadores de outros compostos

encontrados em rochas geradoras [11]:
e Os precursores pertencem a uma classe de organismos vivos;

e FEles sdo parcialmente ou completamente estaveis durante a sedimentacao e subsequente

processo fisico, bioldgico e quimico associado a ela;
e A estrutura do biomarcador deve ser capaz de indicar sua origem bioldgica.

Os dados adquiridos sdao interpretados verificando a correlagdo entre diferentes
biomarcadores por meio de propor¢des e abundancia relativa desses compostos de maneira
qualitativa [9,11,12] Os parametros de diagnostico sdao uma ferramenta poderosa para extrair
informagdes sobre a correlagdo 6leo-0leo e rocha-fonte de petroleo. A comparacao de diferentes
amostras € geralmente promovida por meio de comparacao direta de propor¢ao para proporgao
ou mesmo graficos 2D ou 3D de proporg¢ao versus proporg¢ao para distribuir as amostras em um
espaco grafico [5,6] Nao apenas, andlises forenses podem ser realizadas usando tais correlagdes
para sugerir um possivel candidato a 6leo ou origem de um Oleo derramado estudado
[7,12,13,65] Tais correlagdes entre componentes de uma mesma amostra t€ém a funcao de

minimizar os efeitos de concentracao quando diferentes amostras sao comparadas. Assim, 6leos
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de diferentes locais e condi¢des de analise semelhantes podem ser comparados e avaliados.
Além disso, uma abordagem multicritério ¢ necessaria na avaliacdo geoquimica, pois as
caracteristicas da rocha-fonte sdo sugeridas por varias propor¢des de biomarcadores, presenca

ou auséncia delas [12]

A caracterizagdo ¢ avaliagdo de uma rocha geradora como possivel produtora de
petroleo ¢ um desafio para o analista devido a alta complexidade da amostra ¢ nimero de
constituintes, geralmente encontrados em baixas concentra¢des [2,38] Tradicionalmente, a
metodologia de analise de biomarcadores em sedimentos requer a remog¢ao da matéria organica
presente na fonte com extragdo de Soxhlet, concentracdo do material extraido seguida de
fracionamento em coluna aberta e andlise GC-FID/MS. O processo de fracionamento visa
separar o extrato em saturados, aromaticos, resinas e asfaltenos leves (SARA). O procedimento
de referéncia ¢ o ASTM D4124 09. No entanto, foi fortemente modificado pela comunidade
petroquimica ao longo dos anos [39] Esse procedimento ¢ demorado e caro, exigindo pré-
tratamento da amostra e manuseio cuidadoso durante todo o processo. Além disso, essas etapas
nao podem ser automatizadas, o que expde o método de preparo de amostras a inimeros erros
e contaminantes associados a quantidade de operagdes unitarias necessarias para a analise de
biomarcadores [40] Assim, abordagens alternativas no desenvolvimento de novos métodos

compativeis com as demandas de sensibilidade, simplicidade e robustez sdo necessarias.

Nesse cendrio, o desenvolvimento da microextragdo em fase solida (SPME) ha mais de
duas décadas permitiu a quantificacdo de analitos sem necessidade de extracdo exaustiva
[43,46] Este método simples, mas eficaz, tem sido amplamente utilizado em quimica analitica,
em areas como ambiental, fragrancias, bioldgica e muitas outras. No entanto, no campo
petroquimico seu uso € restrito devido a natureza da amostra e inadequagao para extragao de
compostos mais pesados. As capacidades da técnica para extrair compostos volateis e mais

leves sdo bem conhecidas.

A teoria para SPME esta bem estabelecida e discutida na literatura tanto em termos
termodinamicos quanto cinéticos [47,48] A técnica ¢ baseada em coeficientes de particao de
analitos nas diferentes fases do sistema. Assim, a quantidade de analito que um revestimento
pode extrair depende das constantes de distribuicao dos analitos e da quantidade de analito livre
na amostra. Além disso, a imersdo direta, extracdo através do headspace e as condigdes
experimentais afetam a rapidez com que o méaximo termodindmico pode ser alcancado. Para

compostos altamente volateis em amostras aquosas, as extracdes em condi¢des de equilibrio
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sdo facilmente alcangaveis devido a cinética rapida. No entanto, para compostos organicos
semivolateis (SVOCs), o equilibrio pode ndo ser pratico por ser muito longo. Assim, a extragao
fora do equilibrio € realizada para esses analitos. Para contornar essas limitagoes, Psillakis e
colaboradores demonstraram que a aplicagao de vacuo pode melhorar a cinética de extracao de
SVOCs por meio da extragdo através do headspace [49,50] Considerando que as pressdes
parciais dos analitos na fase de vapor sdo independentes da pressdo total, a quantidade de
compostos extraidos por Vac-HSSPME ¢ essencialmente a mesma que na HSSPME
convencional. No entanto, a pressao mais baixa reduz o tempo necessario para o equilibrio do
sistema, levando a rapida extracdo e aprimoramento do sinal para compostos de massa mais
alta. Para amostras aquosas, a teoria afirmou que a resisténcia a transferéncia de massa da
amostra para a fase de vapor esta relacionada a dois filmes adjacentes a interface 4gua-gas que
se relacionam a constante de Henry (Ky). Este ¢ um pardmetro ndo afetado pela baixa pressao
e compostos com menor Ky podem ter sua transferéncia para o headspace acelerada, pois sua

resisténcia a transferéncia de massa depende do filme de fase gasosa [49-51]

Considerando que, na SPME, fatores como tempo de exposi¢do da fibra, temperatura
de extragdo, natureza da fibra, agitagdo e muitos outros, podem influenciar na eficiéncia da
extracdo. Esses parametros devem ser avaliados e um grafico de superficie gerado para avaliar
as melhores condigdes de extragdo por meio de planejamento experimental [43] O uso de vacuo

durante a extragdo requer apenas uma variavel adicional no processo de otimizagdo [49]

Técnicas de planejamento experimental (DoE) sdo aplicadas como ferramenta de
otimiza¢do para avaliar varidveis relevantes dentro do sistema estudado. Uma abordagem
comum ¢ através do modelo de planejamento fatorial que permite uma otimizagdo rapida em
sistemas simples onde as variaveis sao poucas. No entanto, quando hé mais variaveis a serem
testadas em diferentes niveis, o planejamento do tipo Doehlert (DD) pode ser considerado uma
opcao interessante. Implementado por David Doehlert em 1970, o DD permite que mais niveis
sejam testados dentro da mesma variavel, aplicando um modelo de distribui¢do pontual dos
valores experimentais de maneira uniforme [66,67] Comparando o nimero de experimentos a
outros DoEs, o DD requer significativamente menos. Quando 7 varidveis foram consideradas,
Box-Behnken exigiria 85 experimentos e composto central, 143. DD exigiria 57 experimentos
enquanto testava as variaveis em mais niveis [67]. Além disso, pontos testados anteriormente
podem ser reutilizados em novos modelos para uma abordagem de superficie de resposta

[66,68] Apesar de suas vantagens, o DD ndo ¢ comumente aplicado para analises por
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cromatografia gasosa, onde apenas alguns pouco exemplos podem ser citados, como a
determinagdo de cloretos em soro humano ou agua [69,70]. Em nossa experiéncia, isso pode
estar relacionado a sua baixa disponibilidade em softwares de DoE, exigindo uma abordagem

menos automatizada e algum conhecimento de programacao no tratamento de dados.

Considerando a desvantagem dos métodos convencionais aplicados as analises de
rochas geradoras de petroleo, Vac-HSSPME+GC-MS otimizada via DD pode ser uma
abordagem interessante para avaliagdo de biomarcadores. O objetivo deste trabalho ¢ fornecer
uma nova abordagem para a triagem de rochas fonte de petréleo, consumindo menos tempo,

menos recursos humanos, sem usar solventes no processo de extragﬁo.

2.2 Materiais e Método

2.2.1 Procedimento Classico (SARA)
O procedimento adotado ¢ baseado no método padraio ASTM D4124 com algumas

modificacdes. 60 g de rocha geradora foram trituradas e depois pulverizadas em um pé fino nos
equipamentos Pulverizette e Mill, respectivamente (Fritsch, Idar-Oberstein, Alemanha) para
melhor eficiéncia de extragdo. O equipamento foi limpo com acetona pura (Synth, Diadema,
SP, Brasil) antes de cada uso, a fim de evitar qualquer contaminagao cruzada entre as amostras

que estavam sendo preparadas.

10 g do p6 da rocha geradora de 6leo foram peneirados a 150 pm (Mesh 100) e inseridos
em um cartucho de papel de filtro dentro do sistema Soxhlet. 300 mL de diclorometano/metanol
(DCM/MeOH) (9:1) foram utilizados sob refluxo por 72 h para extracao de 6leo. Apos extragao

exaustiva, o solvente foi removido sob fluxo suave de Nay).

O extrato (1 mL) foi colocado dentro de um tubo de ensaio com n-pentano (10 mL). O
tubo foi centrifugado por 5 minutos a 300 rpm. O sobrenadante foi recuperado com uma pipeta
de Pasteur, depositado em um frasco de 40 mL e seco com N(g). O procedimento de recuperacao
do sobrenadante (maltenos) foi repetido por 5 a 8 vezes até que o solvente parecesse translicido.

Os maltenos, fracdo soliivel em n-pentano, foram secos e pesados ap6s a remog¢ao do n-pentano.

A cromatografia liquida em coluna aberta foi realizada para fracionamento de 6leo com
coluna de 20 g de silica gel. 1 g dos maltenos recuperados foi colocado no topo da coluna. 80
mL de hexano de grau HPLC foram utilizados para eluir a fragdo de hidrocarbonetos saturados,
80 mL de hexano/DCM (9:1) eluiu a fragcao aromatica, 80 mL de DCM:MeOH para as resinas
e asfaltenos leves remanescentes. Os biomarcadores sdo distribuidos principalmente na

primeira fra¢do. Essa fragado, F1, foi seca, pesada e diluida a 20 mg/mL para analise de GC-MS.
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As andlises cromatograficas foram realizadas nas mesmas condi¢des descritas a seguir

na secdo 2.2.5. Nao foi utilizado sp/it durante a inje¢do e um tempo de corte de solvente maior

foi aplicado, iniciando-se a aquisi¢ao no espectrometro de massa ap6s 7 minutos. O fluxograma

¢ descrito na Figura 16 a seguir.
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geradora

Extracdo
Soxhlet

Vial com
extrato

Remover

sobrenadante f 300 rpm, 5’

~
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: R
e Peneira 150 pm
e 10 g em cartucho de papel
filtro )

* Analise por GC-MS
e Tratamento de dados

¢ 300 mL DCM:MeOH (9:1)
e72h
* Secagem do solvente

; Adicao n-

pentano

5x
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sSobrenadante em Vial
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*Coluna 20 g Silica
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.
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*F1: 80 mL n-hexano

oF2: B0 mL n-
hexano/DCM (9:1)

oF3: B0 mL
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Maltenos ]

Fracoes

Figura 16: Fluxograma para o método cldssico (Soxhlet+SARA) para andlise de rocha-geradora.
Adaptado de Pollo [19].
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2.2.2 Amostras
Todas as amostras utilizadas eram do mesmo pogo de petréleo e seu teor de carbono

organico total (TOC) foi previamente determinado pelo fornecedor usando procedimentos
padrao (por andlise elementar convencional). As rochas foram moidas em um moinho
planetario e peneiradas a didmetro de particula dP < 0,75 mm (mesh 200) antes do uso e
identificadas como S0361, S0364, S0579, S0937 e S1830, com TOC de 3,61 %; 3,64 %; 5,79
%; 9,37 % e 18,30 %, respectivamente. Para fins de otimizagdo, uma mistura com TOC médio

estimado de 9,0 % foi preparada e identificada como M0900.

2.2.3 Microextracao em fase solida a vacuo via headspace (Vac-HSSPME)
Aliquotas de rocha geradora moida foram pesadas diretamente em vials de 22 mL

(Supelco, Bellefonte — PA, EUA). O vial com amostra foi selado com um septo de silicone pré-
perfurado de alta temperatura do tipo p/ug Thermolite Shimadzu Plus (Restek, Bellefonte — PA,
EUA), encaixado a uma valvula Mininert modificada (Sigma-Aldrich, St. Louis- MI, EUA)
[71]. O headspace do vial foi evacuado usando uma bomba de vacuo GM-0.50 (Jinteng
Experiment Equipment Co., Tianjin, China), acoplada a valvula Mininert por uma mangueira
de silicone e microseringa de GC. Apds um tempo para o equilibrio amostra-headspace, o vial
foi inserido num bloco de aquecimento de aluminio e a bomba de vacuo desacoplada da valvula
Mininert. Uma fibra PDMS 7 um foi introduzida no vial através do septo pré-perfurado e
exposta ao headspace para extragdo. Esta fibra, em particular, foi escolhida devido a sua alta
estabilidade térmica e melhor desempenho para compostos de maior massa molecular [47].
Apos a extragao, a fibra foi exposta ao injetor aquecido do GC-MS para dessorcao (5 minutos),
separacao, deteccdo e identificacdo dos analitos. O aparato experimental para Vac-HSSPME ¢

mostrado na Figura 17 [49].
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Figura 17: Aparato para reducdo de pressdo no interior do vial antes da extragdo com HSSPME. A)
Bomba de vicuo, B) Mangueira de silicone, C) Seringa GC, D) vial de 22 ml, E) Tampa Mininert®
modificada, F) Septo GC instalado na tampa modificada. Adaptado de Pollo [10].

2.2.4 Otimizacao multivariada através do planejamento experimental de
Doehlert

O método Vac-HSSPME foi otimizado por DD [66,72]. Aliquotas da mistura M0900
foram utilizadas em todos os experimentos. As varidveis estudadas e seus respectivos niveis
foram: massa de amostra Ms (100, 300, 500, 700 e 900 mg); tempo de evacuagdo do headspace
tere (5, 10 ou 15 min); temperatura de extracdo Temp (100, 125, 150, 175, 200, 225 e 250 °C)
e tempo de extragao text (15, 30, 45, 60, 75, 90 e 105 min) — para um total de 25 experimentos,
sendo 5 repeticdes no ponto central. A resposta otimizada foi a soma de todos os picos para
esteranos SIM 217 Da [2,11]. O processamento dos dados foi realizado na plataforma MATLAB
v. 2011b (Natick, MA, EUA).

2.2.5 Cromatografia a gas com deteccao espectrométrica de massas (GC-
MS)

As andlises foram realizadas em um cromatégrafo a gas GC2010 acoplado ao
espectrometro de massas TQ8030 (Shimadzu, Kyoto, Japao). A temperatura do injetor foi
ajustada para 280°C, modo split 1:1. Todas as amostras estavam na concentragdo de 10 mg/mL.
A coluna utilizada foi a SLB-5MS (30 m x 0,25 mm-L.D. x 0,25 pm). Ha(g) foi utilizado como
gas de arraste com vazao constante a 1,3 mL/min. O forno do GC foi programado de 70 °C (por

2 minutos) até 300 °C a 4 °C/min (por 30 minutos no final). A aquisicdo foi realizada a 10 Hz
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no modo de monitoramento de ions selecionados (SIM) a 85, 191, 217 Da para otimizac¢ao do
DD. A mesma taxa de aquisi¢do foi aplicada para as amostras usando o modo SCAN de 50 a
600 Da. A interface entre 0 GC e o MS foi ajustada para 200 °C, enquanto a fonte de ions estava
a 250 °C. Analises de espectro de massa e integragao de picos foram realizadas no software

Shimadzu Postrun analysis v. 4.52.

2.2.6 Desempenho analitico do método otimizado
Foram preparadas misturas da amostra M0900 com rocha moida isenta de matéria

organica para emular amostras ndo-sintéticas com diferentes teores de matéria organica, mas de
teores conhecidos para gerar dados de linearidade. As quantidades de M0900 foram de 10 a 160
mg com incrementos de 30 mg, sempre completando a massa no vial/ at¢ 160 mg com rocha

isenta de MO. As extragdes foram realizadas nas condigdes 6timas do DD.

2.3 Resultados e discussoes

2.3.1 Planejamento experimental do tipo Doehlert
As amostras petroquimicas sdo altamente complexas e os estudos geoquimicos sdo uma

abordagem multicritério. A avaliagdo da informacgao, acerca de seu ambiente deposicional e da
matéria organica depositada, ¢ frequentemente feita por meio de graficos de biomarcadores,
razao para razdo e perfil cromatografico geral da amostra. Trés classes de compostos sdao
especialmente relevantes: alcanos lineares (85 Da), terpanos pentaciclicos (191 Da) e esteranos
(217 Da). Para a otimizagdo, optou-se por monitorar a area total de picos para esteranos 217

Da.

Uma correlagdo quadratica entre essa resposta e as varidveis otimizadas mostrou-se
adequada, considerando o valor do teste F de significancia e de falta de ajuste. A Tabela 1 mostra
o p-valor de significancia para cada varidvel e suas interagdes. Variaveis com p > 0,05 ndo
foram consideradas estatisticamente relevantes a 95% de confianga. A Equacdo 5 representa a
regressao do modelo.

Tabela 1: p-valor de significancia para cada varidvel da regressdo do planejamento Doehlert. Foram
consideradas para a superficie de resposta apenas varidveis com p-valor > 0,05.

Valor Variavel P-valor
-59216 Constante 0,002
-6,35 X1: massa 0,629
+344,82 X2: temperatura 0,005
+999,62 X3: Tempo de Extragdo 5,4x10*
+31,80 X4: Vacuo 0,974
+0,05 X1X2 0,430
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-0,25 X1X3 0,068
+0,60 X1X4 0,465
2,97 X2X3 0,001
-3,92 X2X4 0,326
-36,94 X3X4 4,3x10*
+0,01 X12 0,162
-0,45 X22 0,065
+0,57 X32 0,307
+122,51 X42 0,004

Equacdo 5:Equagdo de regressdo para o sistema Vac-HSSPME.

S = —59216 + 345 X2 + 1000 X3 — 3 X2X3 — 37 X3X4 + 122 X4?

A Tabela 2 mostra os experimentos que foram realizados durante o processo de

otimizagdo. Alguns resultados foram verificados como sendo outliers por apresentarem

residuos maiores do que 2 desvios-padrao padronizados. Estes valores ndo sdo considerados no

calculo. Na tabela, estes valores sdo representados como NaN (not a number) e ndo impactaram

a regressao, sendo eles os experimentos de nimero 2, 7, 13 e 24, de acordo com o modelo de

regressao gerado.

Tabela 2: Doehlert design e resposta a 217 Da para regressdo do modelo. Respostas 2, 7, 13 e 24 foram
removidas e consideradas NaN (not a number) para regressdo final do modelo.

Modelo Massa/mg Temperatura/°C T Ext./min tere (vacuo)/min 217 Da
1 900 175 60 10 7307
2 700 250 60 10 NaN

3 700 200 105 10 1208
4 700 200 75 15 1320
5 100 175 60 10 0

6 300 100 60 10 0

7 300 150 15 10 NaN

8 300 150 45 5 468

9 700 100 60 10 212
10 700 150 15 10 0

11 700 150 45 5 955
12 700 250 60 10 1080
13 500 225 15 10 NaN
14 500 225 45 5 4466
15 300 200 105 10 3566
16 500 125 105 10 10931
17 500 175 30 15 12383
18 300 200 75 15 362
19 500 125 75 15 4100
20 500 175 30 15 9389
21 500 175 60 10 564
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22 500 175 60 10 2170
23 500 175 60 10 1641
24 500 175 60 10 NaN

25 500 175 60 10 2694

Uma melhor avaliagdo dos efeitos das variaveis estudadas sobre a eficiéncia de extragao

pode ser feita apos a inspecdo da Figura 18, que representa superficies correlacionando a

resposta com tempo de evacuacao do headspace, tempo de extragdo e temperatura de extragao.

A Figura 18 indica que as condigdes 6timas de extracdo sdo a 250 °C com 15 min de

vacuo e 15 min de extracdo. Como a massa da amostra ndo afetou significativamente a

eficiéncia de extragdo, ela foi fixada em 100 mg para os demais experimentos apds avaliagdo

do desempenho analitico descrito no item 2.2.6. A Figura 19 demonstra a area de pico obtida

para cada composto representativo das principais classes de compostos para o experimento

descrito no item 2.2.6. Para n-alcanos, a maioria dos coeficientes de determinagao € superior a

0,99, com poucas excecdes. Para a classe dos terpanos e esteranos, 100 mg de amostra encontra-

se dentro do limite superior da linearidade.
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Além do objetivo pratico, a determinagao das condigdes 6timas de extracao, as superficies
mostradas na Figura 18 podem fornecer algumas informagdes sobre aspectos tedricos de Vac-
HSSPME. A eficiéncia de extracao ¢ sempre aumentada para temperaturas operacionais mais
altas: isso ¢ consistente com um processo de extragdo cineticamente controlado, onde um
aumento na temperatura sempre leva ao aumento da eficiéncia devido a aceleragao de todas as
etapas de transferéncia de massa envolvidas. O mesmo vale para o aumento do tempo de
evacuagdo antes da extragdo: periodos mais longos de pré-equilibrio amostra-headspace sob
vacuo devem levar ao enriquecimento da fase vapor com analitos até o equilibrio ou completa

extragdo do analito na amostra (o que ndo parece ser o caso).

O comportamento da superficie de resposta em termos do tempo de evacuagdo do
headspace e tempo de extracdo (Figura 18 A) merece uma analise mais afundo. Dois maximos
locais sdo observados: para menor tempo de vacuo com maior tempo de extracao, e para maior
tempo de vacuo com menor tempo de extracdo, sendo este Gltimo a condi¢do 6tima. Uma
possivel causa pode estar relacionada a perda de analitos através de septos, vedacao do vial,

conexoes de tubos ou outras interfaces apos periodos mais longos de operagao.

2.4 Perfil qualitativo e quantitativo da fracdo volatil extraivel de rochas
geradoras

A Vac-HSSPME otimizada foi aplicada em amostras de rochas-geradoras de 6leo, e os
resultados foram comparados ao método convencional Soxhlet + SARA. A Figura 20 e a Figura
21 comparam cromatogramas SCAN e 217 Da para uma amostra representativa € permitem

uma comparagao qualitativa entre os dois métodos.

(x10,000,000) Max infensdy - 85,097,754
[TC. (1.00) Time 32060 Scan® 17,317 Inlen. 30,193,144 Oven Tempio3.44)
RefiTIC

9.0

” 51830 SCAN

b Lo ldl I I LN I(.'l 2l lJJL Ak

100 120 200 280 3o 0 40 450

Figura 20: Fingerprints Vac-HSSPME e Soxhlet para a mesma rocha-geradora comparadas. Acima,
perfil Vac-HSSPME (preto). Abaixo, o perfil de Soxhlet (azul).
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Figura 21: Vac-HSSPME vs. Soxhlet+SARA para esteranos 217 Da de 46 a 69 minutos. a: C,,
13f(H),170(H) (20S) diasterane, b: C,, 136(H),17a(H) (20R) diasterane, c: C,, So(H), 14a(H), 170(H)
(20R) sterane, d: C,; Sa(H), 140(H), 170(H) (20R) sterane, e: C,, So(H), 146(H), 176(H) (20S) sterane,
f: Cy Sa(H), 14p(H), 175(H) (20R) sterane, g: C,, Sa(H), 140(H), 17a(H) (20R) sterane.

A Figura 22 apresenta o espectro de massas para o pico ‘d’ da classe dos esteranos e pode-

se verificar confirmar a similaridade entre eles.

d: C28 5a(H), 14a(H), 17a(H) (20R) sterane
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Figura 22: Espectro de massas para o pico 'd'" da amostra S1830. Acima: Vac-HSSPME, Abaixo:
Extracdo Soxhlet.

A Figura 23 apresenta o SIM para 191 Da da classe dos terpanos, enquanto a Figura 24
apresenta o espectro de massas do pico ‘C’ (H30) obtido por Vac-HSSPME e também pelo

método classico.
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Figura 23: Cromatograma de ions selecionados (SIM) 191 Da de 51 a 65 minutos para a amostra
S1830. Invertido: Extragdo Soxhlet. Acima: Vac-HSSPME. A: 180(H)-22,29,30-trisnorhopano (1), B:
17a(H)-22,29,30-trisnorhopano (Tm), C: C,, 17a, 21p(H) terpane (H30), D: C,, 17a, 215(H), 22S
terpane (H,,S), E: C,;, 170, 21B(H), 22R terpane (H,,R), F: Gammacerane, G: C;, 17a, 21(H), 228
terpane (H,,S), H: C;, 170, 218(H), 22R terpane (H,,R), I: C;, 17a, 215(H), 228 terpane (H,S), J: C;,
170, 21B(H), 22R terpane (H;;R), K: C;, 170, 218(H), 228 terpane (H,,S), L: C;, 170, 215(H), 22R
terpane (H,,R), M: C;; 17a, 215(H), 228 terpane (H,,S), N: C,; 17a, 215(H), 22R terpane (H;;R).
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Figura 24: Espectro de massas para o pico 'C' da amostra S1830. Acima: Vac-HSSPME, Abaixo:
Extracdo Soxhlet.

Uma inspecao visual mostra que os perfis obtidos usando Vac-HSSPME e o método
Soxhlet sdo bastante comparaveis. No entanto, um exame mais minucioso mostra que existem
algumas diferengas. Analitos menos retidos e, portanto, possivelmente mais volateis (tr < 25

min na Figura 20), parecem serem melhor detectados usando Vac-HSSPME — o que ¢ esperado,
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visto que compostos com altas pressdes de vapor sao propensos a serem perdidos durante a
extragcdo Soxhlet, bem como durante as diversas operagdes unitarias do método classico, como
evaporacoes, redissolugdes e transferéncias entre vials. Além disso, tanto em cromatogramas
SCAN quanto nos SIM, a distribui¢ao e as intensidades relativas dos picos detectados em ambas

as técnicas parecem ser comparaveis, de forma geral.

Embora a comparacdo visual de cromatogramas possa revelar algumas informacgdes
interessantes, uma melhor avaliagdo em termos quantitativos se faz necessaria a fim de
assegurar a aplicabilidade desse método. A comparagao entre os resultados da Vac-HSSPME e
Soxhlet+SARA ndo ¢ simples. Ambos sdo, a principio, quantitativos, mas o ultimo ¢
tipicamente exaustivo e SPME, independente do formato de fibra ou método abordagem
utilizada, ¢ uma técnica de extragdo de equilibrio controlada cineticamente. Nao apenas, para o
método classico (Soxhlet + SARA), os extratos s3o solugdes organicas que normalmente sao
introduzidas no GC utilizando modo split — apesar de modo splitless ser possivel, mas nao
frequentemente utilizado pela natureza bastante suja da amostra. Do contrario, em SPME os
extratos sdao injetados diretamente na coluna cromatografica com injetores operando
normalmente em modo splitless, sem a necessidade de evaporacdo do solvente ou
reconcentracdo da banda cromatografica on-column (quando utilizando inje¢des liquidas em
modo splitless, por exemplo). Uma maneira simples de comparar ambas as abordagens para
fins quantitativos poderiam ser realizadas através da avaliacdo dos limites de deteccdo de
compostos relevantes para ambas as técnicas. Devido a natureza das amostras aqui estudadas
(rochas naturais provenientes de petrdleo) e uma vez que os materiais certificados sdo na
maioria das vezes indisponiveis, o cdlculo dos LOD ndo seria realista. Tradicionalmente, a
avaliacdo de rochas-geradoras ¢ realizada por razdes de biomarcadores, mas a mesma
abordagem ndo seria valida quando aplicada diretamente a Vac-HSSPME. Distor¢des
significativas nos valores de area de pico sdo esperadas decorrente da natureza da extragdo. A
razdo entre Vac e Soxhlet reforca a distor¢ao nos valores de pico para compostos mais pesados
na maioria das classes. A Tabela 3 demonstra a abundancia de cada pico para cada um dos

métodos a razdo Vac/Soxhlet.
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Tbela 3: Areas de pico e redes calculadas dos canpostos presentes emcadianosti,

Rt/min | Compound ID Reference 51830 Area % 50364 Area % 50937 Area % 50361 Area % 50579 Area %
Soxhlet Vac Ratio Soxhlet Vac Ratio Soxhlet Vac Ratio Soxhlet Vac Ratio Soxhlet Vac Ratio
C, | 37,87 | Docosane [56,73] 16,06 21,44 | 1,34 | 13,40 26,27 | 1,96 8,11 13,88 1,71 12,28 3386 | 2,76 11,01 17,68 | 1,61
C;s | 39,96 | Tricosane [56,73] 14,05 1866 | 1,33 | 13,42 29,68 | 2,21 10,33 23,90 2,31 11,62 23,11 1,99 11,40 20,35 | 1,79
Cu | 41,97 | Tetracosane [56,73] 12,61 16,57 | 1,31 11,61 16,19 | 1,39 12,33 14,39 1,17 12,17 1525 | 1,25 11,96 1750 | 1,46
Cs | 43,84 | Pentacosane [56,73] 12,88 1460 | 1,13 | 12,59 11,99 | 0,95 14,54 14,85 1,02 12,38 11,04 | 0,89 13,08 17,43 | 1,33
C | 4575 | Hexacosane [56,73] 11,17 11,13 | 1,00 | 11,12 6,89 0,62 13,48 10,63 0,79 11,85 534 0,45 11,16 11,18 | 1,00
C; | 47,53 | Heptacosane [5673] 10,31 8,04 078 | 10,14 4,36 0,43 12,42 8,69 0,70 12,66 3,81 0,30 11,93 8,19 0,69
Cs | 49,27 | Octacosane [56,73] 8,05 4,64 0,58 | 9,44 2,32 0,25 10,47 6,26 0,60 9,81 3,31 0,34 9,67 3,98 0,41
Cw | 50,93 | Nonacosane [5673] 8,60 3,29 038 | 975 1,57 0,16 10,79 4,82 0,45 9,97 2,31 0,23 11,37 2,50 0,22
Csp | 52,59 | Triacontane [56,73] 6,27 1,62 026 | 852 0,73 0,09 7,52 2,59 0,34 7,25 1,98 0,27 8,43 1,19 0,14
a 47,12 G,y 136(H),17a(H) | [56,73,74] 817 4,51 0,55 | 0,00 4,25 0,63 0,77 1,22 1,83 6,07 3,31 2,60 3,40 1,31
(20S) diasterane
b 47,69 G,y 136(H),17a(H) | [5,6,73,74] 4,51 3,69 0,82 0,00 2,14 0,44 0,62 1,43 1,90 4,52 2,38 2,71 3,47 1,28
(20R) diasterane
c 50,60 | G, 5a(H), 14a(H), | [56,73,74] 44,44 2743 | 0,62 | 2084 26,59 | 1,28 17,65 20,94 1,19 16,46 21,36 | 1,30 21,72 24,55 | 1,13
17a(H) (20R)
sterane
d 52,36 Cos 5a(H), 14a(H), | [56,73,74] 12,25 13,96 1,14 18,03 15,54 0,86 15,35 15,24 0,99 17,20 14,53 0,84 16,18 16,13 1,00
17a(H) (20R)
sterane
e 52,84 C 5a(H), 146(H), | [56,73,74] 6,44 10,19 | 1,58 | 13,17 11,53 | 0,88 13,26 13,91 1,05 12,77 12,99 | 1,02 13,63 1560 | 1,14
176(H) (205)
sterane
f 53,08 Cuo 5a(H), 146(H), | [56,73,74] 9,12 12,55 1,38 10,45 12,31 1,18 12,82 12,83 1,00 12,46 14,75 1,18 10,57 11,44 1,08
176(H) (20R)
sterane
g 53,76 | Cy 5a(H), 14a(H), | [56,73,74] 15,06 27,67 | 1,84 | 3751 27,63 | 0,74 39,84 35,68 0,90 37,38 2577 | 0,69 32,59 2542 | 0,78
17a(H) (20R)
sterane
A 51,42 18a(H)-22,29,30- [56,73,74] 1,54 2,83 1,84 2,56 6,20 2,42 1,88 2,41 1,29 3,72 8,37 2,25 3,63 5,62 1,55
trisnorhopano (Ts)
B 52,20 | 17a(H)-22,29,30- [56,73,74] 6,41 1584 | 2,47 | 578 13,81 | 2,39 5,30 8,19 1,54 8,14 10,74 | 1,32 9,69 1588 | 1,64
trisnorhopano
(Tm)
c 5552 | Cyp 17a, 216(H) | [56,73,74] 28,23 40,48 | 1,43 | 4361 49,12 | 1,13 47,19 52,40 1,11 43,37 49,15 | 1,13 47,97 51,32 | 1,07
terpane (Hsp)
D | 5703 | Gy 17a, 216(H), | [56,73,74] 7,05 7,38 1,05 | 9,55 6,94 0,73 9,86 8,87 0,90 9,82 7,00 0,71 12,59 7,77 0,62
22S terpane (Hs;S)
E 5722 | Cy 17a, 216(H), | [56,73,74] 5,54 5,58 1,01 10,14 3,51 0,35 6,75 6,66 0,99 5,87 9,24 1,57 5,53 4,02 0,73
22R terpane (H3;R)
F 57,75 Gammacerane [56,74] 16,30 12,57 | 0,77 | 1515 11,22 0,74 15,70 11,93 0,76 18,54 15,50 0,84 20,59 10,96 0,53




5820 | C;, 17a, 216(H), | [56,73,74] 6,13 4,09 067 | 337 2,93 087 | 324 2,47 0,76 4,97 0,00 0,00 0,00 1,47
22S terpane (Hs,S)

5845 | G, 17a, 216(H), | [56,7374] 5,71 3,85 068 | 2,92 1,93 0,66 2,55 2,10 0,82 557 0,00 0,00 0,00 2,95
22R terpane (Hs;R)

59,61 G 170, 218(H), | [56,73,74] 6,58 3,51 053 | 3,38 2,23 0,66 2,51 1,70 0,68 0,00 0,00 0,00 0,00
22S terpane (Hs3S)

59,96 | G 17a, 216(H), | [56,7374] 6,40 2,59 040 | 3,54 2,11 0,60 1,85 1,20 0,65 0,00 0,00 0,00 0,00
22R terpane (H33R)

61,21 G 170, 216(H), | [56,73,74] 2,58 0,73 028 | 0,00 0,00 3,15 0,92 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00
22S terpane (Hs,S)

61,71 Gy 170, 216(H), | [56,73,74] 2,28 0,56 025 | 0,00 0,00 0,00 0,52 0,00 0,00 0,00 0,00
22R terpane (Hs4R)

63,10 Css 17a, 216(H), | [56,73,74] 2,71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,21 0,00 0,00 0,00 0,00
228 terpane (HssS)

63,87 | C;; 17a, 216(H), | [56,73,74] 2,55 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,42 0,00 0,00 0,00 0,00
22R terpane (H3sR)
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Alternativamente, as relagdes sinal-ruido (S/N) medidas para picos poderiam ser um
parametro confidvel para comparar cromatogramas obtidos em condicdes tdo diferentes. Para
cada cromatograma, razoes (S/N) para n-alcanos de Cx a C3z» SCAN, esteranos 217 Da e
terpanos 191 Da foram calculadas. A Figura 25 mostra graficos das razdes dos valores de
(S/N)vac para n-alcanos em fun¢do dos respectivos indices de retengdo programados por

temperatura linear de van den Dool — Kratz (LTPRI) para cada analito.

30
25
20 ®
15

10

mean vac-HSSPME (5/N)

0
20000 22000 24000 26000 28000 30000 32000
LTPRI

Figura 25: Correlacdo LTPRI vs. (S/N) em Vac-HSSPME.

A Figura 25 mostra que existe uma correlacdo aproximadamente linear entre as relagdes
S/N para Vac-HSSPME e LTPRI do analito, exceto para os dois alcanos mais pesados (onde as
quantidades detectadas sdo proximas aos limites de deteccdo e, portanto, a incerteza sobre as
areas de pico medidas ¢ grande). Supondo que o método de extracdo convencional seja

exaustivo, essa tendéncia deve ser atribuida as caracteristicas da Vac-HSSPME.

Aspectos tedricos da Vac-HSSPME tém sido discutidos na literatura e os modelos que
correlacionam a taxa de absor¢do do analito, sua natureza e os pardmetros operacionais
geralmente dependem da Ky para solu¢ao aquosa / equilibrio de vapor [49—51], o que ndo seria
aplicavel aqui ja que ndo ha fase aquosa envolvida no processo. Para n-alcanos, o LTPRI
representa o tamanho da cadeia alquilica, e varios parametros moleculares termodinamicos e
cinéticos relativos ao processo de extragdo podem ser diretamente correlacionados a ele. Por

exemplo, Pawliszyn e colaboradores mostraram que, para SPME em equilibrio, as constantes
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de distribuicdo headspace-fibra e headspace-amostra podem ser diretamente correlacionadas
com o LTPRI do analito, se o material do revestimento de fibra ¢ da fase estacionaria da coluna
no GC forem as mesmas [47,48]. Como Vac-HSSPME ¢ conduzida em condi¢des de nao-
equilibrio, outros parametros que afetam a taxa de transferéncia de massa devem ser

considerados.

Para o caso aqui estudado, uma discussdo simplificada poderia ser feita considerando
que a dessor¢do dos analitos a partir da superficie da amostra ¢ rapida e que nao ha difusao
significativa do interior da matriz sélida. Portanto, ap6s o periodo de equilibrio amostra-
headspace a concentragdo do analito no headspace Cus ¢ diretamente proporcional a
concentragdo da substancia na amostra Cs. Pode-se supor também que a quantidade de analitos
extraidos € pequena em comparagdo com sua concentragdo no headspace do vial no inicio do
processo. Assim, a quantidade de analito extraida n(t) poderia ser correlacionada com o tempo

de extragao text ¢ a Cus:
2nD;L

n(t) = @ Chs " text

Equacdo 6: Quantidade de analito extraido pela fibra em funcdo do tempo de extracdo em condicoes
pré-equilibrio [47,48)].

onde D¢ ¢ o coeficiente de difusdo do analito em fase gasosa, L e b s3o o comprimento € o
didmetro da fibra, respectivamente, e 8 ¢ a espessura da camada limite difusiva estatica ao redor
da fibra. Como o headspace ndo ¢é agitado, ele fica estagnado e, portanto, & corresponde a
distancia r entre a fibra e a parede do vial da amostra. Se a fibra estiver centrada no sistema,

d~r.Sendor>>b:

| <b+6) | (b+r) | (r)
n =In ~In|—
b b b
Equacdo 7: Aproximagdo do termo In para a espessura da fibra ‘b’.
Além disso, a Cus deve ser diretamente proporcional a concentragdo do analito na
superficie da amostra, que por sua vez também ¢ proporcional a concentragdo total na amostra

Cs, se esta for homogénea (Cus = q-Cs, onde q ¢ uma constante de proporcionalidade escalar).

Portanto, a Equagao 6 se reduz a:
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2nD;L
n(t) :—r'CI'CS'text:Q'CS'text
ln( )

b

Equacdo 8: Quantidade de analito extraido em funcdo da concentragdo deste na amostra (Cs)

onde Q ¢ um escalar que combina todos os termos constantes na Equac¢ao 8:

_ 2nDgLq
- ()
Equagdo 9: Condensagdo dos termos constantes na equa¢do no escalar Q.
Todos os termos da Equagao 9, exceto Dg, estao relacionados as dimensdes da fibra e
do vial da amostra. Quanto a Dg, segundo o modelo semi-empirico de Fuller-Schettler-

Giddings (FSG), este pode ser estimado a partir de parametros relacionados ao analito e as

condigdes operacionais [50,75]:

10—3T1.75\/(1/MA + 1/M ' )
awr

PO + V)

awr

DG=

Equacdo 10: Equacdo do modelo semi-empirico Fuller-Schettler-Giddings (FSG).

onde T ¢ a temperatura (K), P ¢ a pressdo (atm), Ma e Va sdo a massa molar € o volume de
difusdo molar do analito € Mair € Vair s20 a massa molar aparente e o volume de difusdo molar
aparente do ar atmosférico. Os Va para o analito podem ser calculados a partir da soma dos
volumes de difusdo atdmica tabelados para cada atomo ou caracteristica estrutural (por
exemplo, anéis aromaticos) na formula molecular do analito. Portanto, para compostos em uma
série homologa como n-alcanos, D¢ (assim como Ma) ¢ uma fun¢ao direta do comprimento da

cadeia alquilica.

Para n-alcanos CmHam+2, uma expressao de dependéncia entre D € m pdde ser obtido
expressando Ma e Va em termos de m e reescrever a equagdo do modelo FSG inserindo as
formulas correspondentes. A equagdo polinomial complexa resultante obtida sera claramente
nao-linear em termos de m como pode ser visto na Figura 26 — que mostra um grafico de D¢
estimados a partir do modelo FSG para n-alcanos de Ci a Cso nas condi¢des de extragdo
otimizadas por DD (P = 200 mbar e T = 250 °C). No entanto, na pratica, a dependéncia entre

D¢ e m para hidrocarbonetos mais pesados pode ser considerado aproximadamente linear: a
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inser¢do da Figura 26 mostra D¢ para a faixa de cadeia alquila de C2» a C31 (a mesma da Figura
25) e a reta de regressao mostrada tem um coeficiente de determinacgdo igual a 0,995. Assim,
de maneira simplificada, os Dc podem ser um bom parametro para avaliar e prever eficiéncias
relativas de extragdo em Vac-HSSPME, pelo menos quando se consideram amostras solidas

ndo aquosas.
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Figura 26: Coeficientes de difusdo em fase gasosa (DG) calculados usando o modelo FSG em P = 200
mbar e T = 250 °C para n-alcanos de (Cl, m = 1) a (C50, m = 50). A insercdo (direita) mostra DG
para o intervalo entre C22 e C31. Adaptado de Pollo et. al. [10]

2.5 Conclusoes
Vac-HSSPME ¢ apresentado como uma alternativa ao procedimento classico de preparo

de amostras baseado na extracao de Soxhlet+SARA, que ¢ demorado e requer muitos solventes
organicos. Esta abordagem mais simples evita muitos erros aleatdrios durante operagdes
unitdrias, como pesagem, transferéncia, evapora¢do de solvente e cromatografia em coluna

aberta e muitas outras etapas realizadas no ASTM D4124 ou métodos similares.

O comparativo entre Soxhlet+SARA e Vac-HSSPME forneceu informagdes sobre
aspectos teoricos. Considerando as condi¢des de contorno do modelo, a extracdo de analitos
pode ser descrita principalmente em termos de D com base no modelo FSG para amostras

solidas, ndo agitadas e nao aquosas, como rochas-geradoras de petroleo.

Novos estudos com um maior nimero de amostras sao necessarios para melhor avali¢ao
dos parametros geoquimicos, visto que o comparativo entre o método de preparo de amostra

classico e Vac-HSSPME demonstraram perfis similares, mas ndo equivalentes. Assim, pode-se
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esperar valores diferentes para as razdes geoquimicas calculadas para vac-HSSPME+GC-MS
quando comparados ao método Soxhlet+SARA. Espera-se que os métodos quimiométricos de
reconhecimento de padrao associados a Vac-HSSPME possam contornar as etapas trabalhosas
de célculo manual de parametros e graficos razao por razao nas etapas finais das analises
geoquimicas.

Apesar de estar em seus estagios iniciais, esta nova técnica apresenta grande potencial
em analises geoquimicas ou mesmo em andlises de outras matrizes complexas com compostos
de baixa volatilidade. A linearidade e a sensibilidade demostraram que a Vac-HSSPME ¢ uma
técnica quantitativamente capaz para analises de rochas fonte de petréleo, proporcionando um
maior rendimento quando comparado a abordagem Soxhlet + SARA. No entanto, nenhum
solvente nocivo foi usado no método Vac-HSSPME, o que deve reduzir custos e danos

ambientais em analises petroquimicas ou de sedimentos relacionados.

2.6 Métrica AGREEPrep

A métrica é composta por 10 fatores que impactam no score do método avaliado com
valores na faixa de zero a 1. Para facilitar o uso e comparacao, os pesos padrdes para os fatores

ndo foram alterados no software [42]. Os fatores e seus respectivos pesos foram compilados na

Tabela 4.

Tabela 4: Fatores e pesos de referéncia utilizados no cdlculo da métrica AGREEPrep [42].

)
(47
9
=]

Fator Descricao

Favorecimento de preparo amostral in situ

Uso de solventes e reagentes mais seguros

Uso de materiais sustentaveis, renovaveis e reutilizaveis
Minimizar descartes

Minimizar uso de amostras e quantidade de materiais
Maximizar o fluxo de amostras (sample throughput)
Automacao e integracdo de operacdes unitarias
Minimizar consumo energético

Método de anélise verde pds-preparo amostral
Garantir procedimentos seguros para o operador

O R QAW N[ =

W[ IDN W | (n|—=

[
[—}

A Vac-HSSPME apresenta significativa vantagens no preparo amostral sobre o método
convencional Soxhlet+SARA. A Tabela 5 apresenta de forma resumida todos os valores

considerados na métrica.

Breno Jorge Pollo



66

Tabela 5: Valores utilizados para o calculo da métrica AGREEPrep para os métodos baseados em Vac-
HSSPME vs. Soxhlet+SARA.

Vac-HSSPME Soxhlet+SARA

Fator | Valor ou Modo Valor ou Modo

1 Ex Situ Ex Situ

2 5 mL solvente/am (DCM limpeza) | 600 mL solvente/amostra

3 Todos materiais reutilizaveis <25 % Materiais reutilizaveis

4 5 mL de descarte 600 mL de descarte

5 0.1 g de amostra 10 g de amostra

6 1 amostra/h 0.1 amostra/h

7 4 passos de prep amostral 6/+ passos de prep amostral (Manual)
(Manual)

8 200 Wh 20000 Wh

9 GC-MS GC-MS

10 1 risco (DCM — limpeza) 4/+ riscos (DCM, Hexano, Pentano, MeOH

por longos periodos).

O primeiro fator refere-se ao preparo da amostra no proprio local de amostragem, o que
nao € o caso para os métodos, sendo ambos Ex situ. O segundo fator refere-se a quantidade de
solventes nocivos utilizados, no caso de Vac-HSSPME, apenas 5 mL foi utilizado por amostra
na limpeza do vial. Por outro lado, o método convencional utiliza de mais 600 mL de solvente
por amostra, levando em conta todas as etapas de extracdo e fracionamento. No terceiro fator,
a fracdo de materiais reutilizaveis pode ser considerada total em Vac-HSSPME. O quarto fator

¢ referente ao descarte e considerou-se que todo solvente utilizado teve o descarte com destino.

A quantidade de amostra com Vac-HSSPME foi reduzida significativamente, passando
de 10 g no método cléssico para 0,1 g. Com a simplificagdo do preparo amostral, o tempo
necessario para o preparo de cada amostra foi melhorado em pelo menos 10 vezes, passando do
estimado de uma amostra a cada 10 h para 1 amostra/h. No fator 7, a quantidade de passos
necessarios para o preparo amostral foi reduzida utilizando Vac-HSSPME. Entretanto, etapas

como a moagem nao podem ser removidas do procedimento, além de ndo serem automatizaveis.

Utilizando Vac-HSPPME, o consumo energético estimado corresponde ao uso da chapa de
aquecimento na extracdo. O consumo para o método Soxhlet, por outro lado, ¢ extremamente
alto. O valor de 20 kWh parece fora de contexto, no entanto, para este valor estimou-se que
uma placa de aquecimento de 1000W foi usada por 72 h a 30 % de sua energia. Também ndo
foi considerado o consumo de energia do exaustor (capela) para evitar vapores de solventes

toxicos ou qualquer outro equipamento. Mesmo que fosse realizada uma analise mais detalhada
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do consumo energético do método Soxhlet, isso ndo teria impacto no score final, pois a
literatura considera valores > 500 Wh como 0 [42]. No nono fator, ambos os métodos requerem
GC-MS para informagdes moleculares detalhadas que a analise geoquimica exige. Por fim, com
Vac-HSSPME, o operador € exposto a risco apenas na etapa de lavagem do vial utilizado, que
demanda uso de DCM para remog¢ao da MO. Com o método classico o analista encontra-se o
tempo todo exposto a solventes toxicos, seja durante a extragdo Soxhlet, precipitacdo de

asfaltenos, ou fracionamento SARA.

Os valores dos diferentes fatores foram adicionados a um software que retorna o grafico
com o score e o peso considerado para cada fator. A Figura 27 mostra a comparagdo entre a
extracdo Vac-HSSPME (esquerda) e o método baseado em Soxhlet (direita). Considerando as
cores do diagrama, mostra-se que apenas os fatores 1 e 6 ndo apresentaram melhora, passando
de vermelho para laranja ou verde. Sendo estes relativos a amostragem Ex situ € amostras por
hora. Ao avaliar fator 2, consumo de solventes, a métrica ndo ¢ capaz de demonstrar
adequadamente a reducao de 595 mL de solventes toxicos. O mesmo vale para a quantidade de
amostras que sao analisadas em um mesmo periodo, com uma melhoria de 10 vezes para a
extracdo com Vac-HSSPME no fator 6. Embora o score nao represente adequadamente algumas
melhoras significativas, a técnica Vac-HSSPME aplicada a anélise de rochas geradoras pontuou

0,37, enquanto o método classico pontuou 0,04, representando uma melhoria de 825%.

Figura 27: Grafico AGREEPrep. O centro mostra o score final entre 0 e 1. Ao redor estdo os fatores, e
seu tamanho reflete o peso considerado no calculo. Vac-HSSPME (esquerda), Soxhlet+SARA (direita).
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CAPiTULQ 3: EXTRACAO COM AGUA QUENTE PRESSURIZADA (PHWE)
NA ANALISE DE BIOMARCADORES EM ROCHAS GERADORAS DE OLEO

3.1 Introducio
A avaliagdo dos biomarcadores em amostras de rocha geradora pode trazer informagdes

sobre o ambiente de deposi¢do, migracdo e correlagdes rocha-6leo e rocha-rocha [1]. Este
processo ¢ realizado pela determinacdo de pardametros diagndstico através da identificacdo da
semi-quantificacdo dos biomarcadores nos cromatogramas [5,6]. Apds identificacdo, razdes
entre 2 ou mais picos sdo utilizadas, ou mesmo graficos destas razdes, para determinacgdo das

propriedades da matéria orgénica originaria do 6leo presente na rocha geradora [2,4,14].

Entretanto, o caminho de preparo amostral que permite que esta anélise geoquimica seja
feita ¢ bastante trabalhoso e conta com diversas operagdes unitarias [40]. As etapas necessarias
para tornar uma amostra de rocha sedimentar com teor de carbono organico abaixo de 1 %, na
maioria dos casos, compativel com GC-MS demandam grandes recursos humanos além de

utilizar muitos solventes clorados [2,38,39].

A primeira etapa ¢ a de britagem e moagem da rocha geradora, para uniformidade e
ganho de 4rea superficial para posterior extragdo. Nesta etapa, o equipamento utilizado deve ser
limpo com acetona apds cada amostra para evitar contaminagao cruzada, adicionando um tempo
significativo ao processo. A etapa seguinte ¢ a de peneiramento, para remocdo das
inconsisténcias da moagem. A terceira etapa € a extracao em refluxo do tipo Soxhlet. Esta etapa,
em particular, apresenta um grande consumo de diclorometano (DCM). Nela a amostra ¢
refluxada por pelo menos 24 h, chegando a 72 h, e, por mais que o sistema de refluxo esteja
eficiente, ¢ comum ocorrer a evaporacao do solvente, sendo necessaria sua reposi¢cdo. Outro
problema comum ¢ a secagem do solvente, causando um sobreaquecimento e possivel
modificacio do extrato. E estimado que o consumo de DCM seja entre 300 ¢ 500 mL por 10 g
de amostra de rocha geradora. Apos a secagem deste extrato, se obtém um liquido bastante
viscoso que passa uma etapa de separacdo da fragdo ndo soltivel em hidrocarbonetos, os
chamados asfaltenos. Para tal, sdo adicionados a 1 g deste extrato 5 mL de n-pentano e
centrifugados. O sobrenadante, ou maltenos, ¢ separado e seco sobre leve fluxo de Na(g). O
processo ¢ repetido até que o n-pentano saia transliicido. Este malteno, por fim, é fracionado
em coluna de silica em 3 fragdes com mistura de solventes de diferentes polaridades, onde
apenas a fracao 1, de hidrocarbonetos saturados, ¢ analisada por GC-MS ap6s dilui¢ao adequada

[8,10,39].
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A extragdo Soxhlet e outras demais etapas sdo realizadas com solventes organicos,
clorados ou ndo, devido a sua maior afinidade com os compostos de interesse, neste caso, 0s
hidrocarbonetos saturados. Para as demais fragdes, solventes mais polares sdo utilizados para
seletividade, como o metanol no fracionamento em coluna para obtencdo da fracdo de
compostos polares [41]. A aplicagdo desses solventes apresenta, por outro lado, pontos
significativamente negativos, como seu baixissimo indice verde, risco para o analista devido a
sua exposi¢ao aos componentes clorados e alto custo operacional, visto que o uso desses
compostos ultrapassa o valor de 1 L por amostra [42]. De fato, alternativas que simplifiquem e
barateiem a analise de compostos provenientes de rocha geradora sdo de alto interesse, nao
apenas financeiro, mas para reducdo de impacto ambiental das analises em uma industria que

¢, na sua esséncia, poluente [42].

Um solvente extremamente abundante e muito comum ¢ a dgua. Num primeiro
momento, esta ndo apresenta caracteristicas interessantes para extracdo ou atuagao como
solvente para compostos apolares [55]. Diversas propriedades fisico-quimicas determinam a
caracteristica do solvente e seu comportamento, dentre eles a presenca ou ndao de ligacdes
hidrogénio, tamanho da cadeia carbonica, polarizabilidade entre outros. Para a 4gua, a presenga
de ligacdes hidrogénio e permissividade estatica (&) acima de 70 sdo grandes indicativos da
baixa afinidade deste solvente para compostos de longa cadeia carbdnica a temperatura e

pressdo ambiente (25 °C ou 298 K e 1 atm) [52,55].

Entretanto, estas propriedades estao ligadas diretamente a temperatura da 4gua e podem
ser alteradas de acordo com o interesse do analista, desde que esta esteja sob pressdo adequada
para manter-se liquida e dentro dos limites seguros de operagao do aparato. Por exemplo, a
permissividade estatica da 4gua em sua temperatura critica ¢ de 8,63, além de ter sua densidade
significativamente reduzida [58]. Ao se observar a Figura 14, verifica-se também que ocorre
uma diminui¢do significativa da capacidade de solubilizar compostos inorganicos [55]. Desta
forma, extragdo com agua quente pressurizada (PHWE) pode ser uma alternativa mais barata e

de menor impacto para extracao de compostos apolares e pouco polares.

Durante a extragdo, diversos parametros podem ser otimizados, como temperatura de
extracdo, pressao da agua, tipo da extracao (dindmica ou estatica) e a razao fluido/amostra
(mL/g) [76]. Com muitos parametros, o numero de experimentos necessarios para avaliagcdo
das variaveis em um planejamento experimental cléssico, como o fatorial, pode ultrapassar a

casa das centenas. Portanto, um planejamento otimizado, que avalie as varidveis em diferentes
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niveis, pode ser interessante. Neste caso, o planejamento Doehlert apresenta essas
caracteristicas e permite a avaliagdo de maneira dindmica, com diferentes niveis para cada
variavel [66,67].

A extracdo com fluido pressurizado visa contornar as etapas associadas a remoc¢ao dos
compostos de interesse da matriz. Entretanto, a depender da quantidade de solvente utilizada
ou massa de amostra, a concentracao destes compostos pode se encontrar muito baixa. Desta
forma, o uso das microextragdo em fase solida (SPME) como meio concentrador destes
compostos contornaria uma possivel etapa de troca de solvente para compatibilidade com o
GC-MS. A técnica apresenta propriedades que fizeram com se ela fosse amplamente difundida

na comunidade cientifica desde sua comercializagdo nos anos 90 [47].

Sendo o extrato obtido por PHWE livre de particulados, a SPME pode ser realizada por
imersdo direta e, sendo a fase extratora voltada a extragdo de compostos apolares, como a
PDMS, espera-se um enriquecimento significativo destes compostos na fase [43,44]. Apesar
disso, caso a presenga dos biomarcadores seja ainda baixa, principalmente limitada pelas
condi¢des de extracdo, técnicas de separacdo avancadas e de alta sensibilidade podem ser

utilizadas para detec¢do destes compostos em nivel trago.

Neste contexto, a cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC) apresenta-
se como a alternativa de maior desempenho a cromatografia convencional [77-79]. Em termos
simples, o processo de separacdo ocorre em 2 etapas [78,80,81]. A primeira etapa ¢
convencionalmente realizada em coluna de cardter apolar e ela se obteria um perfil
cromatografico convencional. Entretanto, na saida desta coluna hd uma interface chamada
modulador, esta possui a fun¢@o de reconcentrar os picos eluidos da primeira coluna e reinjeta-

los de maneira rapida e padronizada na segunda coluna [79].

A segunda coluna de separacdo ¢ significativamente mais curta que a primeira, de
carater polar, promovendo separagdes em poucos segundos [79]. Desta forma, o eluente da
primeira coluna ¢ reinjetado na segunda coluna a cada 6 s ou menos e, apds um processamento
computadorizado, pode-se obter um perfil cromatografico em um espago tridimensional,
composto de tempo de retencdo na primeira dimensdo (trl), tr2 e intensidade [81,82]. Pela
caracteristica complementar das colunas cromatograficas, a GCxXGC ¢ capaz de resolver as
chamadas misturas complexas ndo-resolvidas (UCM), estas que sdo bastante comuns em
analises petroquimicas [83—85]. Essas UCMs sdo compostas de picos coeluidos, isomeros ou

ndo, causando um grande desnivel de linha base no cromatograma e dificultando a identificagao
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por espectrometria de massas pela mistura dos espectros. A Figura 28 apresenta o processo de

modulagdo para separagdo no espaco cromatografico de 2 picos que coeluem.
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Figura 28: (A): 2 picos coeluentes sendo separados em um espago de 6 modulagdes. (B): desdobramento
dos dados do detector (vetor) para forma de matriz. (C): visualizacdo dos dados na forma de espaco
cromatogrdfico contendo os 2 tempos de retencdo e separacdo dos picos que antes coeluiam. Adaptado
e modificado de Pollo et. al. e Pollo et. al. [19,86]

Os experimentos que se seguem visam avaliar a aplicabilidade de PHWE e SPME como
alternativa ao método convencional (Soxhlet + SARA) para a deteccdo de biomarcadores
provenientes de rochas geradoras de 6leo. Para separagdo cromatografica, o uso de GCxGC-
MS vem como alternativa de maior sensibilidade a GC convencional, a fim de contornar
possiveis perdas de sensibilidade e baixa concentracdo destes compostos nos extratos finais.
Por fim, o procedimento avaliado apresenta maior alinhamento com os principios de Quimica

Analitica Verde (GAC), diferentemente do método convencional.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Procedimento Classico (SARA)
Como adotado no item 2.2.1.

3.2.2 Amostras
Como adotado no item 2.2.2, mas com TOC estimado de 5,0 %.

3.2.3 Sistema PHWE
O aparato consiste em coluna de 15 cm x 1/4 de polegada de diametro em ago-inox

acoplada dentro de estufa para aquecimento. O interior da coluna foi recheado com 1,3 g de
amostra de rocha contendo cerca de 5% em carbono organico total (TOC) de granulometria <
75 um. Nas pontas da coluna foram adicionadas 12 de vidro compactada para evitar que o
contetdo da coluna fosse arrastado pela vazao aplicada ou o0 mesmo retornasse e contaminasse
a bomba seringa. A coluna foi montada em estufa cuja capacidade maxima de aquecimento era
200 °C. A pressurizacao do sistema foi feita gradualmente por bomba do tipo seringa em modo

pressdo constante.
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Figura 29: Sistema de extra¢do com agua pressurizada ndo comercial. (a), valvula micrométrica para
controle preciso da pressdo na saida do sistema, (b), bomba-seringa, (c), estufa para aquecimento do
sistema, (d), serpentina de troca de calor para pré-aquecimento da agua, (e), coluna extratora. (f),
frasco coletor.

3.2.4 Cromatografia a gas com deteccao espectrométrica de massas (GC-
MS)

As andlises foram realizadas em um cromatografo a gas GC2010 acoplado ao
espectrometro de massas TQ8030 (Shimadzu, Kyoto, Japao). A temperatura do injetor foi
ajustada para 280°C, modo split 1:1. A coluna utilizada foi a SLB-5MS (30 m x 0,25 mm-L.D.
x 0,25 um). Ha(g) foi utilizado como gas de arraste com vazao constante a 1,3 mL/min. O forno
do GC foi programado de 70 °C (por 2 minutos) até 300 °C a 4 °C/min (por 30 minutos no final).
A taxa de aquisi¢do foi aplicada para as amostras usando o modo SCAN de 50 a 600 Da a 10
Hz. A interface entre 0 GC e o MS foi ajustada para 200 °C, enquanto a fonte de ions estava a
250 °C. Analises de espectro de massa e integracdo de picos foram realizadas no software

Shimadzu Postrun analysis v. 4.52.

3.3 Testes exploratorios 1: Modo dinamico em extrator lab-made
Como etapa preliminar de avaliacdo das condi¢des de extragdo e comportamento do

sistema, foram realizados testes em temperatura e pressdes reportadas na literatura [87,88]. A
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extragcdo ocorreu em modo dindmico com 0,5 mL/min de fluxo utilizando 4dgua destilada, 80

bar e 200 °C.

3.3.1 Resultados testes exploratorios 1
Durante o procedimento houve compactagdo do leito, gerando alta restri¢ao ao fluxo.

Com isso, a pressao do sistema foi aumentada para forcar o fluxo e essa foi estabilizada a 110
bar com fluxo de apenas 0,2 mL/min provavelmente devido ao didmetro de particula inferior a
75 pm. O volume de dgua (mL) por massa (g) de amostra foi de cerca de 50:1. Dessa forma, a
extracdo foi realizada a uma vazao inferior ao planejado inicialmente, o que pode apresentar
um efeito positivo na transferéncia dos analitos da amostra para o solvente extrator. Isto

considerado, procedeu-se com a andlise do extrato por cromatografia.

O extrato aquoso ¢ incompativel com a cromatografia a gas. Para analise do extrato
optou-se pela concentragdo dos possiveis compostos organicos presentes através da
microextragdo em fase solida (SPME). Para tal, utilizou-se 20 mL do extrato obtido, sendo este
acondicionado em vial de 22 mL, agitado a 500 rpm e aquecido a 60 °C. A fibra de SPME do
tipo PDMS 100 um foi exposta por imersdo direta para extracdo por 30 minutos, sendo

recolhida e exposta ao injetor do GC-MS para analise.
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Figura 30:Cromatograma SCAN de extrato PHWE a 200 °C em estufa.

Na Figura 30 observa-se que hé presenca de compostos de baixa massa molar e até
maiores massas, estes eluindo em temperaturas proximas a 300 °C (em tempos de retengao
acima de 50 min). Quando comparado ao cromatograma de extrato obtido pelo método
convencional Figura 31, pode-se verificar presenca de compostos em menor abundancia e em

diferentes concentragdes.

Breno Jorge Pollo



74

6
4x10 SCAN

Pr
nC \Z
A,

nCyq

Intensidade

(A) N J h\ulu

10 Tempo / minutos 68

0

Figura 31: Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por GC-MS para amostra de oleo extraido de
rocha geradora.

De fato, os cromatogramas ndo sdo comparaveis. A Figura 31 ¢ um representativo tipico
de um perfil cromatografico para amostras de rocha geradora de dleo e nem ¢ possivel constatar
a presenca de pares criticos: alcano linear de 17 carbonos (nC17) justo ao isoprenoide pristano
(Pr) e nC18 com o isoprenoide fitano (Ph) com cerca de 27 e 30 minutos de separacdo
cromatografica, respectivamente. O mesmo perfil de pares criticos ndo ¢ encontrado Figura 30.
De fato, hé 2 picos intensos na mesma regido, mas estes nao representam os mesmos compostos

visto que os tempos de retengdo relativos sao distintos.

O~

Outra regidao de interesse em cromatogramas de amostras de rochas geradoras

O~

compreendida entre 45 e 60 minutos, aproximadamente. Na Figura 31, esta regido
caracterizada por um desnivel de linha base, e o alcano linear de 29 carbonos (1nCaz9) € apontado.
Este desnivel ¢ devido a grande concentracdo e coelui¢do de compostos de diferentes classes,
entre eles os biomarcadores da classe dos esteranos 217 Da e terpanos pentaciclicos 191 Da.
Novamente, 0 mesmo perfil ndo ¢ observado na amostra extraida com agua pressurizada na
Figura 30, onde sdo verificados picos esparsos, caracteristicos de uma série homologa, mas sem

informagdo geoquimica.

3.4 Testes exploratorios 2: esferas de vidro
Diante da compactacdo do leito pela utilizagdo da amostra de fina granulometria, testes

utilizando esferas de vidro misturadas a amostra foram realizados. As esferas possuiam
diametro inferior a 0,25 mm, sendo previamente lavadas com etanol e secas em estufa a 60 °C
por 8 h. Inicialmente foi utilizado propor¢ao 3:1 esferas/amostra buscando melhor fluxo e
estabilidade do sistema no momento da extragdo. A massa final utilizada foi de

aproximadamente 2 g. Desta forma, foi utilizado cerca de 500 mg de amostra e cercade 1,5 g
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esferas de vidro no interior da coluna. As demais condi¢des de extragdo foram as mesmas,
exceto a temperatura. Para este experimento, foi utilizada uma estufa de maior temperatura e a

extracdo foi realizada a 300 °C para aproveitamento de um (€) mais reduzido.

3.4.1 Resultados testes exploratorios 2
O conteudo da coluna apresentou-se bastante rigido e de dificil remogdo apos a extragao.

O fluxo ndo foi interrompido como no uso apenas de amostra. Entretanto, a dificuldade de
limpeza da coluna impossibilitaria o uso do processo como rotina na analise de amostras
petroquimicas. Para tal, foi necessario o uso de bastante forga, para raspagem do contetido com
uma haste rigida de aco inox. Nao apenas, a haste foi adaptada em uma furadeira para acelerar

o processo de limpeza que foi muito laborioso.

Na tentativa de contornar o problema de compactagdo e limpeza do leito pds extracao,
outras proporg¢des esferas de vidro/amostra foram testadas e a d4gua destilada foi substituida por
agua deionizada. A proporc¢do de esferas/amostra 5:1 (massa total de 1,3 g) apresentou melhor

condicdo de limpeza da coluna de extracao e fluxos constantes durante o processo de extragao.

3.5 Planejamento Doehlert
Para realizacdo desta etapa, a segunda estufa foi substituida por um forno de

cromatografo que se mostrou disponivel. Com a mudanga, alguns ganhos consideraveis de
performance podem ser citados, entre eles o equilibrio mais rapido da temperatura: com o forno
do cromatografo a convecgdo ¢ intensa e a precisdo da temperatura na casa dos decimais;
resfriamento rapido: o mesmo ventilador que realiza a convecgao no momento do aquecimento
¢ o que resfria o sistema. Dessa forma, a troca de coluna pode ser realizada de maneira muito
mais rapida.

Realizou-se o planejamento Doehlert utilizando a proporcao esferas/amostras avaliadas
anteriormente (5:1). No planejamento foram testadas 3 varidveis: pressdo do sistema,
temperatura de extracao e fluxo de extracdao. A temperatura de extragdo foi testada em 7 niveis,
fluxo da extragdo em 5 e a pressdo utilizada em 3 niveis. Entretanto, a pressdo de vapor ¢
dependente da temperatura e pontos fixos ndo poderiam ser escolhidos para o planejamento.
Assim, as condi¢des de pressao testadas foram 110, 150 e 190% da pressao de vapor da agua
na temperatura do experimento realizado. Com isso, pontos virtualmente fixos foram criados
para realizacdo e cumprimento das condi¢des do planejamento Doehlert. A Tabela 6 mostra as
condi¢des realizadas no planejamento e a Tabela 7 mostra a pressdo de vapor da 4gua em cada

temperatura, bem como seus valores a 110, 150 e 190% da pressao de vapor.
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Tabela 6: Condigoes experimentais avaliados no planejamento Doehlert de 3 variaveis. (A) corresponde
ao fluxo testado, (B) = temperatura e (C) = porcentagem da pressdo de vapor na temperatura do
modelo. Pc indica os pontos centrais do sistema. “Ordem” indica a sequéncia de execu¢do das
extracoes.

Doehlert (mL/min) (°C) (bar)
Modelo Ordem A B C P real
1 Pc 7 1.5 275 150 90

2 Pc 6 1.5 275 150 90

3 Pc 14 1.5 275 150 90

4 Pc 8 1.5 275 150 90

5 Pc 13 1.5 275 150 90

6 5 2.5 275 150 90

7 15 2.0 350 150 255

8 17 2.0 300 190 171

9 9 0.5 275 150 90

10 12 1.0 200 150 24

11 16 1.0 250 110 45.1
12 1 2.0 200 150 24

13 10 2.0 250 110 45.1
14 3 1.0 350 150 255
15 2 1.5 325 110 134.2
16 4 1.0 300 190 171
17 11 15 225 190 49.4

Tabela 7: Condig¢oes de pressdo para a agua a 110, 150 e 190% da pressdo de vapor (Pv) em diferentes
temperaturas.

Temperatura P, 110% 150% 190%
200 16 17.6 24 30.4
225 26 28.6 39 494
250 41 451 61.5 77.9
275 60 66 90 114
300 90 99 135 171
325 122 134.2 183 231.8
350 170 187 255 323

Todos os experimentos foram realizados eluindo 70 mL de dgua para cerca de 1,3 g da
mistura esfera/amostra 5:1. Sendo cerca de 220 mg de amostra para cada extragao, a propor¢ao

agua/amostra foi cerca de 320:1. Os extratos foram armazenados em geladeira em frascos &mbar

vedados de 100 mL.

3.5.1 Resultados planejamento Doehlert
Neste momento, a pandemia da covid fechou as portas da universidade por um longo

periodo. Como os extratos obtidos eram aquosos, estes acabaram fungando, mesmo em
geladeira, e os experimentos realizados no planejamento foram perdidos sem a possibilidade de

avaliacdo cromatografica dos resultados para obtencao da condicdo 6tima de extragao.
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Entretanto, nos testes realizados, exploratérios e com esferas de vidro, foi possivel
avaliar limitagdes do sistema em torno da granulometria das amostras pela alta compactagao do
leito e tendéncia das particulas em se agregarem pela natureza apolar de seus compostos. A
otimizagdo dos experimentos com DoE Doehlert nao mostrou limitagdes dentro das faixas de
fluxo, temperatura e pressoes utilizadas. Foi verificado também que a propor¢ao 320:1 de fluido

extrator/amostra era muito diluida.

3.6 Planejamento Doehlert: segunda avaliaciao e seus resultados
Foram refeitas todas as extragdes do planejamento durante a fase 3 do plano de retomada

de atividades, quando a universidade reabriu as portas com rigidas medidas de seguranga. As
condicoes de extracao foram citadas na Tabela 6 ¢ Tabela 7. A Gnica diferenca entre as extracoes
anteriores e a esta foi o volume de dgua utilizado. Anteriormente eram utilizados 70 mL de
agua, nesse novo procedimento foram utilizados apenas 35 mL, pois foi constatado que as

amostras estavam bastante diluidas. A razdo esferas de vidro/amostra foi a mesma de 5:1.

3.6.1 Selecao da fibra de microextracao em fase sélida
Considerando a incompatibilidade do extrato aquoso com GC, a selecao da fibra de

SPME foi o primeiro passo tomado apods a conclusao do planejamento fatorial para avaliagao
de fato desses extratos. A quantidade de analitos extraidos e diferentes classes de compostos
podem ser favorecidas ou ndo dependendo da natureza da fibra extratora. Dessa forma, 3 fibras
comercialmente disponiveis foram testadas: Polidimetilsiloxano de 7 pm e 100 um (PDMS 7 e
PDMS 100) e a fibra DVB/CAR/PDMS 50/30 um StableFlex 2cm (TRIPLA). As andlises
foram feitas em GC-MS para avaliacdao do total de picos presentes nas condi¢des citadas no
topico 3.2.4, utilizando, porém, uma taxa de aquecimento mais elevada para separacdes mais
rapidas. A amostra utilizada para realizacdo dos testes foi a amostra #15, de coloragdo mais
intensa. Os cromatogramas resultantes da imersdo direta das diferentes fibras sdo apresentados

na Figura 32.
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Figura 32: Cromatogramas obtidos para as 3 fibras testadas.

Apesar da baixa abundancia de picos, a fibra tripla apresentou a maior quantidade de
area total. Considerando esta baixa abundancia de picos presentes, pode-se sugerir que os
compostos em solugdo se encontravam em baixissima concentragdo. Desta forma, a fim de
contornar esta limitagdo, foi utilizada a cromatografia gasosa bidimensional abrangente

(GCxGC) na busca de maior sensibilidade.

3.6.2 Cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada a
espectrometria de massas: GCxGC-MS

O cromatografo utilizado era do modelo Thermo TRACE 1600 com modulador GCxGC
in house e detector MS modelo ISQ. O modulador era um modelo de fluxo e o periodo de
modulagdo Pwm utilizado foi de 6 s. A varredura do detector foi de 50 a 450 m/z com taxa de
aquisicdo de 15 Hz. As condigdes para SPME foram as mesmas da etapa de avaliagdo da fibra,

mas foi realizada de modo automatico no injetor TriPlus®.

A modulacao do fluxo foi realizada usando dois divisores GC de trés portas SilFlow
(Trajan Scientific and Medical — Melbourne, Australia) para o modo de operacao FFF (forward
fill/flush). Um divisor GC de trés portas e um divisor de quatro portas foram usados para o
modo de operagdo RFF (reverse fill/flush). Uma alca de amostragem de 50 pl compreendendo
uma coluna de protecdo desativada MXT de 23 cm x 0,53 mm-id (Restek Corporation —
Bellefonte, PA, EUA) foi usada para modulacdo do fluxo. Uma valvula de isolamento de
diafragma miniatura de trés vias (Parker Hannifin — Cleveland, Ohio, EUA) foi usada para

acionar o gas auxiliar durante a modulacdo do fluxo. Uma placa microcontroladora Arduino
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(Arduino — Ivrea, Italia), fonte de alimentacdo de 12 V e uma valvula solendide de estado sélido

foram usadas para controlar a interface GC x GC e sincronizar a execucdo do GC.

Um set de coluna polar média % ndo polar foi usada em todos os experimentos. Foram
utilizadas como colunas priméaria e secundaria uma coluna primaria e secundaria de 5 m x 0,25
mm-id (0,25 pm de espessura de filme) DB-17 MS (poli(difenildimetilsiloxano) com
incorporagdao de mondmero de difenilsiloxano a 5 m x 0,25 mm-id (espessura de filme de 0,25
um) DB-1 MS (100% poli(dimetilsiloxano)] (Agilent Technologies — Wilmington, DE, EUA).
No modo RFF, foram avaliados trés capilares restritores, 5 m x 0,10 mm-id, 2 m x 0,10 mm-id
e I m x 0,10 mm-id. A vazdo do gas auxiliar foi ajustada para evitar a divisdo da banda entre
2D e capilar de sangria. As taxas de fluxo otimizadas de gis auxiliar foram 5,5 mL min ! (FFF),
39,5 mL min~! (RFF com restritor de 5 m x 0,10 mm-id), 17,0 mL min~' (RFF com restritor de
2 m x 0,10 mm-id) e 10,5 mL min"' (RFF com restritor de 1 m x 0,10 mm-id).

Os dados obtidos no cromatégrafo foram exportados do software Xcalibur® no formato
.CDF para posterior avaliagao pelo software GC-Image (GC Image, LLC; Lincoln, Nebraska,
EUA). Todos os cromatogramas foram submetidos a mesma escala de cor. A Figura 33

apresenta do cromatograma com a maior presenca de compostos.

0 minutos 63

Figura 33: Cromatograma bidimensional abrangente da amostra 14.

Observando a Figura 33 ¢ evidente o ganho de sensibilidade da GCxGC comparando-a
a GC na Figura 32. Com a cromatografia bidimensional se verifica a presenca de inumeros
compostos presentes pela melhoria significativa na relagdo S/N, inerente a técnica. Dentre os
17 experimentos realizados, os pontos do modelo 5, 7 e 9 apresentaram problemas durante a
execugdo. Assim, esses pontos nao foram considerados na avaliagdo do modelo. Os
experimentos podem ser verificados na Tabela 9. O ponto 5 apresentou vazamento na rosca
entre a coluna e a alimentagdo; o ponto 7 apresentou vazamento ap6s o recolhimento de 12 mL
e, por fim, o ponto 9 apresentou entupimento nao sendo possivel o recolhimento do extrato.

Acredita-se que isto tenha ocorrido devido a baixissima granulometria das particulas utilizadas,
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onde a baixa vazao de 0,5 mL/min ndo tenha sido suficiente para vencer a queda de pressao e

promover o fluxo da dgua pela mistura amostra/vidro para a amostra 9.

Para o extrato mais abundante, no caso, a amostra 14 representada na Figura 33, foram
avaliados os espectros de massas para os picos presentes. A Tabela 8 apresenta alguns
compostos detectados, match (similaridade) e seus respectivos tempos de reten¢ao na primeira

e segunda dimensdes de separacao.

Tabela 8: Compostos detectados e identificados via MS, seus respectivos matches e tempos de retengdo
em ambas as dimensdes de separagao.

Composto Match Trl/min Tr2/s
2-etil-oxietano 797 423 0,80
1,3-dimetil-benzeno 907 8,33 1,40
1,2, 4-trimetil-benzeno 805 12,60 1,77
1,2, 3-trimetil-benzeno 729 13,64 1,94
Trans-2-undecen-1-ol 763 16,87 1,90
p-cimeno 710 17,91 2,06
1,2,3,4-tetrametil-5-metileno- 1, 3-ciclopentadieno 782 19,34 2,19
1-metil-naftaleno 813 26,05 2,98
2-hexil-1-octanol 738 26,67 1,55
6,10-dimetil-2-undecanona 818 30,52 1,88
1,7-dimetil-naftaleno 862 30,87 2,95
3-(2-metil-propenil)-1 H-indeno 773 35,41 2,87

Os compostos apresentados sdo, em sua grande maioria, da classe dos aromaticos ou
ciclicos, devido ao deslocamento na segunda dimensao de separagao (coluna Tr2) caracteristico
de compostos polarizdveis. No sistema de separacdo utilizado, a segunda dimensdo de
separacao era de carater mais polar, enquanto a primeira dimensdo, mais apolar. A estrutura do
cromatograma sugere, portanto, que os compostos presentes nos extratos sejam em sua maioria
dessas classes. Dessa forma, 91 Da, fragmento caracteristico da classe dos aromaticos, foi
escolhido como o ion resposta para o modelo para avaliagdo com o menor numero possivel de
interferentes. A Tabela 9 apresenta a constru¢ao da matriz do modelo e seus respectivos volumes

de picos.
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Tabela 9: Matriz do planejamento experimental Doehlert seguida dos valores de areas dos picos para
91 Da. NaN é a abreviagdo de “Not a Number”.

Modelo Ordem Vazao/ Temperatura/ Pressio Pressiao/ 91 Da/

mL/min °C Virtual bar volume
1 7 1,5 275 150 90 1,7x108
2 6 1,5 275 150 90 6,8x10’
3 14 1,5 275 150 90 1,9x108
4 8 1,5 275 150 90 1,4x108
5 13 1,5 275 150 90 NaN
6 5 2,5 275 150 90 5,9x107
7 15 2,0 350 150 255 NaN
8 17 2,0 300 190 171 5,5x107
9 9 0,5 275 150 90 NaN
10 12 1,0 200 150 24 1,0x108
11 16 1,0 250 110 45 1,3x108
12 1 2,0 200 150 24 1,1x108
13 10 2,0 250 110 45 4,0x107
14 3 1,0 350 150 255 7,8x107
15 2 1,5 325 110 134 6,9x10’
16 4 1,0 300 190 171 7,2x107
17 11 1,5 225 190 49 6,3x10°

3.6.3 Regressao
A partir da Tabela 9 foi feita a regressdo para avaliagdo do ponto 6timo de extragdo

utilizando o MATLAB 2014-A (Natick, MA, EUA). A fun¢do utilizada foi a “regstats”, que
permite regressao de modo linear, quadratico ou puramente quadratico, onde os coeficientes de

interacao sao desconsiderados.

A abordagem primeiramente testada foi a quadratica, para investigagdo de todos os
efeitos envolvidos. A regressao nesse modo ndo apresentou um p-valor para o F de significancia
do modelo menor do que 0,05 com 95% de confianca. Dessa forma, o modelo ndo pode ser
considerado significativo, mesmo sem amostras andmalas nos residuos padronizados e
coeficiente de determinagdo r* = (,85. Entretanto, ao aplicar a regressao puramente quadratica,
o modelo passou a ser significativo com um p-valor para o teste F = 0,04. A hipodtese nula (Ho)
para o teste F de falta de ajuste postula que o modelo seja adequado. Como o valor calculado
para F ¢ menor que F tabelado, Ho ndo pode ser rejeitada e, portanto, ndo héa evidéncia de falta
de ajuste para o modelo aplicado. A Tabela 10 apresenta todos os termos calculados do teste F.

A Figura 34 apresenta o grafico para os residuos padronizados das amostras.
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Fonte Graus Soma dos Média SQ Teste F P valor
Liberdade quadrados (SQ)

Regressio 6 5,6x10'° 9,3x10° 4,25 0,04
Erro 7 1,5x10'° 2,1x10"°
Total 13 7,1x10'° Teste F Fa3 b
Falta de ajuste 4 2,6x10° 6,5x108 5,0x107 9,12
Erro puro 3 1,5x10' 5,0x10"

£ & . =

E = 5 o O

2 4 B 8 1‘0 12 14 1;3 18
Amostra

Figura 34: Residuos padronizados para cada amostra. Linha tracejada indica os limites a 95% de

confianga.

Por fim, o teste T foi aplicado para avaliacdo da significancia de cada termo para a

regressao. A Tabela 11 apresenta o p-valor de cada termo da equacdo de regressao, sendo x1 a

vazao, X2 a temperatura e x3 a pressao.

Tabela 11: P-valor do teste T para cada termo da equagdo da regressdo para o planejamento Doehlert

puramente quadratico.

Valor Termo P valor
-1,7x10° Constante 0,032
-4,7x10% X1 (vazdo) 0,046
+8,1x10% X2 (temperatura) 0,053
+1,5x107 X3 (pressdo) 0,020
+1,5x10% X1° 0,033
-1,5x10*  X2? 0,057
-5,1x10¢ X3’ 0,018
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Nenhum dos termos foi excluido da equagdo de regressdo, visto que nao diferem
significativamente do p-valor = 0,05. A Equacdo 11 descreve a regressao para o modelo
Doechlert 3 variaveis aplicado a extragao com dgua quente pressurizada.

Volume = —1,7 X 10° — 4,7 x 108X1 + 8,1 x 10°X2 + 1,5 x 107X3 + 1,5 x 108X1? — 1,5 x 10*X2?
+ 5,1 x 10*x32

Equagdo 11: Regressdo do modelo Doehlert 3 variaveis.

Sendo 3 variaveis totais, uma delas deve ser fixa para entdo avaliacdo das demais numa
superficie de resposta. A Figura 35 apresenta a superficie de resposta a pressao fixa de 150 %
da Pv da dgua. Para os 3 niveis de pressdo a superficie ¢ semelhante, mas a 150 % obtém-se os

maiores valores para o volume de picos.

Pressure 150%

Figura 35: Superficie de resposta a pressdo fixa de 150 %.

A superficie sugere que as melhores condicdes de extragdo se encontram nos extremos
da vazdo, mais especificamente a 0,5 e 2,5 mL/min. Quanto a temperatura, € sugerido que a
extracdo seja realizada a 275 °C. A regressao sugere que a vazao de 1,5 mL/min e os extremos
de temperatura, 200 e 350 °C, ndo sdo adequados a extragdo de compostos que contenham a 91
Da. A anélise da relagdo vazdo e pressdo na Figura 36 sustenta as sugestdes apontadas a partir
da Figura 35. Apenas a temperatura fixa de 275 °C sera apresentada, pois possui o maior valor

para o volume de picos.
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Temperature 275

3
x 10

15

A0
100 05 ot

Figura 36: Superficie de resposta a temperatura fixa de 275 °C.

A superficie da Figura 36 apresenta como sugestdo o maximo volume de picos a 150 %
Pv e vazdes de 0,5 mL/min ou 2,5 mL/min. Por fim, resta a avaliacdo da vazdao. Como as
sugestdes das demais varidveis apontam para 6timos em 0,5 ou 2,5 mL/min e € de interesse do
analista extragdes mais rapidas, 2,5 mL/min foi escolhida como o ideal para os compostos
aromaticos. Nao apenas, a vazao de 0,5 mL/min apresentou problemas durante a execugao dos
experimentos, mais especificamente no ponto 09, e a avaliacdo de todas as superficies com

vazdo fixa mostrou que o maximo ocorre em 275 °C, apresentado na Figura 37.

Flow rate 2.5 mL/min

%10

350

Bg : - a
(7 (A
% 100 200 13\'\’\98‘3

Figura 37: Superficie de resposta a vazdo fixa de 2,5 mL/min.

A Figura 37 demonstra um ponto de méximo, que ¢ considerado um 6timo resultante de

um processo de otimizagdo para maximizagdo de uma resposta. A ndo presenca desse ponto no
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sistema sugeriria que os fatores avaliados podem estar numa faixa inadequada aos compostos
de interesse e replanejamento ou expansdo do planejamento € necessaria. No Doehlert de 3
variaveis aplicado a extragdo com agua quente pressurizada, pode se sugerir que as varidveis
estavam adequadas para a extracdo de hidrocarbonetos aromaticos. Mesmo que o méaximo
apresentado na Figura 37 seja questionado como um maximo local, as condi¢des experimentais
operadas no planejamento foram até o limite superior do aparato experimental. Outro fator
critico, € que a Figura 37 ndo mostra uma derivada positiva nos seus extremos que indique um
possivel crescimento na resposta avaliada. Portanto, o maximo em 275 °C pode ser considerado
o O0timo de temperatura para a extragdo de compostos aromaticos, juntamente a vazao de 2,5

mL/min para extra¢cdes mais rapidas e pressao de 150 % de Pv da agua.

3.6.4 Avaliacao qualitativa dos extratos
Durante o planejamento Doehlert, foi realizada a avaliagdo qualitativa por comparagao

de cor de duas amostras em particular. A amostra 7, representada pelo vial identificado como
#15, na Figura 38 por ter sido o décimo quinto experimento de extracdo a ser realizado, eluiu
apenas 12 mL do total de 35 mL esperado. As condicdes a ela aplicadas foram de 2,0 mL/min
para a vazao, 275 °C e 150 % de Pv. Ao comparar a amostra com outra de mesma temperatura
e pressdo, no caso a amostra #3 (vial 14), constatou-se que a amostra 07 #15 apresentou uma

coloragdo mais intensa. A Figura 38 apresenta o comparativo das duas amostras.

Figura 38: Coloragao das amostras 14 (#3) e 07 (#15).

Ao observar tal diferenca, ha um indicativo de que o volume utilizado durante o
planejamento experimental seja talvez excessivo e ultrapasse o ponto Otimo da maior
quantidade de analito extraido por volume de agua. Portanto, a avaliagdo da cinética de
extracdo, que ja seria uma proxima etapa natural do processo de otimizacao da extracao, tem

sua necessidade reforcada pela diferenca no perfil mostrado na Figura 38.
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Realizou-se, portanto, a extracdo da amostra nas condi¢cdes Otimas obtidas no
planejamento. 1,5 mL de extrato foi recolhido em vial de 2 mL num total de 15 vials ou 22,5
mL. O volume era apontado no mostrador da bomba seringa. Como o via/ utilizado apresenta
um bocal estreito, ndo foi possivel coletar diretamente nele. Utilizou-se um béquer e seringa
para transferéncia ao vial posteriormente. O experimento foi realizado em triplicata. A primeira
extragdo ¢ representada pelos vials de 1 a 15, a segunda de 16 a 30 ¢ a final de 31 a 45, a

tonalidade dos vials € apresentada na Figura 39.

Figura 39: Perfil visual obtido na avaliagdo cinética utilizando as condi¢ées otimas do planejamento
Doehlert.

A diferenca de tonalidade do extrato da primeira amostra em relagdo as demais
replicatas ¢ notavel. Essa discrepancia ¢ explicada pelo tempo de contato entre a 4gua e a
amostras no interior da coluna. Foi nessa primeira extracdo que se notou que os vials possuiam
bocais muito pequenos para recolhimento do extrato. Assim, a extragdao ficou por um periodo
em modo estatico enquanto a solugdo com béquer e seringa para transferéncia era articulada.
Essa replicata, que deveria ser desconsiderada por ndo seguir o padrao de extragdo das demais,
demonstrou que condi¢des estdticas no inicio podem ser interessantes € podem modificar

consideravelmente a extragao.

3.6.1 Fluxograma: etapas, modificacoes e resultados
A Figura 40 apresenta um resumo em forma de fluxograma do desenvolvimento

da extragdo PHWE para amostras de rocha geradora.
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TESTE
EXPLORATORIO 1

 Estufa200°C

* 100 % Amostra

*  Solv./AM 50:1 (mL/g)

* DI-SPME: PDMS 100 um

PLAN. DOEHLERT 1

* 70 mL de extrato

PANDEMIA

EXTRATO

ENTUPIMENTO DILUIDO

TESTE
EXPLORATORIO 2

ADICAO
ESFERAS VIDRO

* Esferas/AM 3:1

TROCA ESTUFA
PARA FORNO GC

» Extracaoa300°C

PLAN. DOEHLERT 2

REDUGAO PARA
35 mL EXTRATO

* Otimizacao DI-SPME
* Analises por GCxGC

SEM
BIOMARCADORES

SOLIDIFICAGAO

DO LEITO
TROCA P/
ESFERAS/AM 5:1

Figura 40: Fluxograma das diferentes etapas, modificacoes e principais conclusoes de cada etapa.

APENAS
AROMATICOS 91 Da

’

3.6.2 Conclusoes
Apesar dos esforgos para obten¢do de compostos biomarcadores nas amostras de rocha

geradora, isto ndo foi possivel utilizando PHWE com reconcentragdao dos analitos via SPME.
Diferentes modificagdes foram realizadas no sistema, como adi¢ao de esferas de vidro e vazao
reduzida, por exemplo. Nao apenas, mesmo utilizando uma técnica de separacdo de alta
sensibilidade como GCxGC, ndo foi possivel verificar a presenga de compostos das classes
como terpanos 191 Da, esteranos 217 Da e alcanos a 85 Da, sendo possivel verificar a presenca

majoritariamente de compostos aromaticos a 91 Da.

A alta temperatura de operagdo e a incompatibilidade com selos expansiveis se
mostraram um desafio operacional, resultando em vazamentos constantes ¢ baixo throughput.

Ao se considerar essas dificuldades juntamente a necessidade de redugdo do & para melhor
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extracdo de alcanos saturados, constatou-se que a dgua pode nao ser a melhor alternativa para

extragdo em amostras de rocha geradora de 6leo.

Entretanto, o equipamento desenvolvido, juntamente a experiéncia adquirida com a
execucdo dos experimentos, foram aplicados a solventes mais eficientes como discutido no

capitulo a seguir.
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CAPITULO 4: ETANOL E GC-MS APLICADOS A ANALISE DE ROCHAS
GERADORAS DE OLEO

4.1 Introducao
Durante a avaliagdo de um potencial pogo produtor de petroleo, diversas analises

exploratorias devem ser realizadas a fim de garantir a produtividade e viabilidade financeira
deste [1,2]. Dentre estas inimeras analises, estdo presentes as analises das rochas geradoras,

componente este que compde o quebra-cabegas complexo de um sistema reservatorio [1].

A avaliagdo da rocha geradora pode trazer diversas informagdes acerca da MO que
formadora o 6leo daquele pogo, indicar o potencial de formagao, correlagdo o 6leo encontrado
com a rocha geradora entre outros parametros. A complexidade do sistema entorno da
exploracdo de petrdleo, ¢ classicamente semelhante a complexidade do método analitico para

avaliagdo geoquimica das rochas geradoras [2,4].

O método convencional ¢ baseado em uma estrutura que requer, primeiramente, a
extracdo exaustiva da MO da rocha. Para tal, sdo necessarias diversas etapas que incluem
operagdes unitarias complexas e demoradas, levando a potenciais erros durante o processo.
Entre elas, pode-se citar a moagem das amostras em moinho planetario, que requer uma limpeza
cuidadosa do equipamento para evitar contaminagdo cruzada [8,10,39]. Extragdo em refluxo do
tipo Soxhlet, com alto consumo de solventes, incluindo clorados como DCM, durante mais 24

a 72 h. Nesta etapa, a secagem do solvente durante a noite ¢ um problema comum [39,40].

Ap0s a etapa de extragdo exaustiva, vem a etapa de fracionamento, podendo esta ser
dividida em duas etapas principais: precipitagdo de asfaltenos e fracionamento em coluna de
silica (sem citar as etapas de secagem e ressuspensdo). O asfalteno ¢ um composto que tem
como caracteristica a sua ndo dissolu¢do em hidrocarbonetos. Desta forma, sua precipitagdo ¢
realizada utilizando n-pentano de 5 a 6 vezes na amostra. Os compostos soliveis sao

reconcentrados, obtendo-se os chamados maltenos [2,38].

Os maltenos, por sua vez, sdo submetidos ao fracionamento em coluna de silica, onde 3
fracoes sao obtidas: hidrocarbonetos saturados, hidrocarbonetos aromaticos e resinas
(compostos polares leves), conhecido como fracionamento SARA. A avaliagdo de
biomarcadores, entretanto, ocorre apenas na fracao de saturados, sendo as demais armazenadas
[2,5-8]. Ap6s uma etapa de reconcentracdo e diluicdo adequada para compatibilidade com o
GC-MS, a amostra e analisada e o conjunto de dados obtidos processado manualmente,
buscando-se os picos de interesse nos cromatogramas SCAN, SIM e, se disponivel, MS/MS

[1,2]. Obviamente, o procedimento classico ¢ bastante laborioso, custoso, € impde uma baixa
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vazdo de amostra. O que torna o processo pouco seguro ao analista lidando com uma grande
quantidade de amostras e, consequentemente, solventes organicos clorados e alcanos. A fim de
contornar estas etapas, sugere-se unificar os procedimentos de extragcdo e fracionamento em

uma Unica etapa baseada na extragdo com solvente pressurizado [52,53].

E natural considerar a 4gua como primeira alternativa de solvente, devido a sua
abundancia quase que irrestrita. Entretanto, suas propriedades como solvente extrator passam a
ser interessantes apenas muito préximas ou acima do ponto critico, que ocorre a 374 °C [54].
Desta forma, sua utilizagdo requer um sistema em ago inox, sem utilizacdo de selos expansivos

e alta energia para aquecimento [52,55].

No contexto brasileiro, grande produtor de cana-de-agtcar, sugere-se o uso do etanol
proveniente de fontes renovaveis a fim minimizar os impactos ambientais provenientes do uso
de solventes [57]. Este apresenta uma cadeia de 2 carbonos, que deve favorecer a interagdo com
hidrocarbonetos. Nao apenas, a permissividade estatica (¢) do etanol a 150 °C ¢
significativamente menor que a da dgua, apresentando um valor de 9,88 versus 43,94 da agua.
O etanol apresenta também uma polarizabilidade (7*) menor na temperatura citada, sendo seu
valor 0,27 contra 0,98 da agua [58]. Esses fatores, entre outras propriedades fisico-quimicas,
sao grandes indicativos de uma maior caracteristica apolar do solvente e possivel

compatibilidade com os analitos de interesse nas amostras de rocha geradora. A Figura 41

apresenta o fluxograma esperado para o método com etanol comparado ao método classico.

Preparo Inicial Extracéo

Amostra  Britagem Moagem

1

1

! Fracionamento

1

i Astfaltenos
1

1

Precipit.  Maltenos Coluna

Amostra
em pé

Extrato

Extracdo com etanol
pressurizado

Figura 41: Fluxograma simplificado do processo cldssico (acima) e das etapas contornadas para o
método proposto com etanol (abaixo). Etapas de secagem, ressuspensdo e diluicdo foram omitidas para
melhor visualizagdo.

A fim de obter as melhores condi¢des de extragdo para a amostra geradora serd utilizado
o planejamento experimental Doehlert [66,67]. Com ele € possivel testar varidveis em diferentes
niveis, reduzindo o nimero de experimentos necessarios quando comparados ao planejamento

fatorial, por exemplo. A aplicacdo de diferentes niveis de testes para as varias ¢ bastante
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interessante também quando j& se conhece o sistema estudado e quais sdo as variaveis mais
relevantes para a modelagem, aprofundando a abordagem e detalhando as varidveis de maior
significancia [66,67].

Naturalmente, os resultados obtidos com o procedimento otimizado serdo comparados
ao método classico para verificagdo de uma possivel correlagdo direta entre os biomarcadores
e informagdo geoquimica. Isto sera feito através das razdes entre picos de interesse amplamente

documentadas e utilizadas frequentemente neste tipo de analises.

Por fim, o método utilizado foi avaliado através da métrica verde AGREEPrep para
verificagdo de seu impacto ambiental. A métrica consiste em 10 fatores de diferentes pesos,
como quantidade de descarte gerado, quantidade de amostra, solventes utilizados etc [42]. Estes
impactam no valor final que varia entre 0 e 1, sendo zero um método pouco verde e nao alinhado
com os principios da quimica analitica verde (GAC) [42,60]. Enquanto 1, ¢ um método que

apresenta total alinhamento com a GAC e um alto indice verde para a métrica AGREEPrep.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Procedimento Classico (Soxhlet + SARA)
Como descrito no item 2.2.1.

4.2.2 Amostras
O TOC das amostras foi determinado da mesma forma descrita no item 2.2.2. As

amostras foram identificadas como S0131, S0361, S0364, S0579, S0241, S0152, S0546, S0280,
S0282 e S0917 e seu TOC ¢ representado por seu proprio nome. S0131 tem 1,31 % TOC;
S0361, 3,61 %, por exemplo. Foi preparada uma mistura de esferas de vidro 0,25 mm
previamente limpas com etanol quente e diferentes amostras de rochas-geradoras na proporcao
de 5:1 (m/m) com TOC final estimado de 3,65 % para fins de optimizagdo. Esta amostra ¢
identificada como M0365.

4.2.3 Extracio e aparato experimental lab-made
O aparato consistiu em um GC Agilent 6890 adaptado para conter a serpentina de troca

de calor, coluna de extragdo, além de valvulas para controle de pressao e vazdo. A temperatura
de extracdo foi determinada no processo de otimizagdo. A coluna de extracdao foi construida
com tubo de ago inox de 11,3 cm e volume interno de aproximadamente 3,2 cm®. Uma bomba
seringa 500D (Teledyne Isco, Lincoln, NE, EUA) foi usada no modo vazdo constante a 2,5
mL/min durante a extragdo. A vazao inicial foi de 0,5 mL/min com incrementos de 0,5 mL/min

a cada 10 segundos para evitar compressao excessiva da amostra dentro da coluna. Um total de
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35 mL de etanol foi recuperado. La de vidro foi aplicada na parte superior e inferior da coluna
para evitar que as particulas da amostra fluissem para o vial coletor ou para a bomba seringa. A
valvula de saida era uma valvula micrométrica para controlar a pressao da extracdo. A Figura

42 mostra o esquema do aparato experimental utilizado para todas as extragdes.

Apos a extracdo, o etanol remanescente na linha de extragdo foi recuperado em um frasco
de 25 mL pesado, passando-se mais 5 mL de etanol através da linha. A linha de extragao foi
entdo limpa com 10 mL de uma mistura de tolueno:hexano (1:1) v/v. Todos os extratos foram
secos sob fluxo suave de No), diluidos de 10 a 100 mg/mL em diclorometano (DCM) e

analisados por GC-MS.

|H

Syringe
Pump

Extraction
Column

Micrometric
Valve

Const. Flow: 2.5 mL/min

Figura 42: Aparato para extragoes com etanol pressurizado. Syringe pump: bomba seringa, GC oven:
forno de GC; Extraction column: coluna de extragdo; Micrometric valve: valvula micrométrica.

4.2.4 Otimizacao multivariada por planejamento experimental do tipo
Doehlert

O método foi otimizado por DD de 2 niveis com a mistura M0365. As varidveis testadas
foram pressdo (P) e temperatura de extragdo (T). A temperatura foi avaliada de 35 °C até 235
°C em 5 niveis. A pressao foi avaliada de 110 a 190 % da pressao de vapor (Py) em 3 niveis. Os
pontos de pressdo ndo foram fixos, pois o Py varia com a temperatura. Assim, definir pontos
experimentais como uma porcentagem da Py, 110, 150 e 190 %, forneceu um ponto fixo virtual

para a otimizagdo. A vazao foi fixada em 2,5 mL/min. A massa total no interior da coluna foi
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de aproximadamente 1,2 g (sendo cerca de 200 mg de M0365 misturado com esferas de vidro
inerte). Foram 11 experimentos no total, sendo 5 pontos centrais + 6 pontos distintos. O
conjunto completo de experimentos ¢ encontrado na Tabela 12. Foram selecionadas areas de
picos totais para alcanos lineares (monitorados por GC-MS considerando o fragmento de massa
85 Da), terpanos pentaciclicos (191 Da) e esteranos (217 Da), bem como cromatogramas SCAN
completos para avaliagdo do DD. Apds otimizagdo, as amostras individuais foram analisadas

usando 600 mg de rocha-geradora no interior da coluna sem adicao das esferas de vidro.

4.2.5 Analise por GC-MS
Como descrito no item 2.2.5.

4.2.6 Transferéncia de massa do processo de extracio por etanol
subcritico

Uma curva cinética (m/v) foi construida com 20 pontos a cada 1,6 mL, medido na bomba
de seringa. O extrato foi coletado em frascos pesados de 2 mL e estes foram secos sob fluxo

suave de Na(g).

4.2.7 Métrica AGREEPrep
A métrica ¢ composta por 10 fatores que impactam no score do método avaliado com

valores na faixa de zero a 1. Para facilitar o uso e comparacao, os pesos padrdes para os fatores

nao foram alterados no software [42].

4.3 Resultados

4.3.1 Planejamento experimental do tipo Doehlert
Na avaliag@o dos resultados foram aplicadas diversas abordagens. O primeiro modelo

considerado foi o quadratico, em que se considera as contribuigdes de todos os termos
envolvidos na equagdo de segundo grau. Para as trés principais classes envolvidas na avaliagao
geoquimica, isto €, esteranos a 217 Da, terpanos 191 Da e alcanos 85 Da, nenhuma destas ou
mesmo o cromatograma SCAN apresentaram significancia na regressao do modelo. Para todas
estas classes, mesmo considerando modelos de regressdo mais simples como linear ou
puramente quadratico, o p-valor do teste F foi muito superior ao limite de 0,05 a nivel de
confianca de 95 %. A Tabela 12 apresenta os resultados do planejamento experimental com

areas de pico calculadas para alcanos 85 Da, terpanos 191 Da e esteranos 217 Da.
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Tabela 12: Areas totais de pico obtidas a partir de SIMs para DD com M0365. "Exec" indica a ordem
de execugdo dos experimentos.

Exec EXP T/ P P% A 85 Da A191Da A217Da m/m%
°C
4 #1PC | 135 | 11,3 150 349604 = 44087 2,00 %
5 #2PC | 135 | 11,3 150 4367302 | 403560 553519 2,40 %
9 #3PC | 135 | 11,3 150 2418384 | 136621 213056 2,68 %
1 #4PC | 135 | 11,3 150 4050072 | 300034 399267 3,46 %
10 #5PC | 135 | 11,3 150 419115 73984 134817 2,09 %
3 #6 235 | 90 150 2468318 | 179609 274619 3,19 %
7 #7 185 | 38 190 974772 49840 97699 2,73 %
11 #8 35 SP+50% (2 bar) | 150 1840044 | 220173 354891 1,44 %
8 #9 85 SP+10% (6 bar) | 110 1120482 | 102980 144698 2,73 %
2 #10 185 | 22 110 4258560 | 307618 402435 2,57 %
6 #11 85 SP+90% (9 bar) | 190 1049796 | 97145 150828 3,44 %

A Figura 43 compara os cromatogramas SCAN obtidos a 35 °C e 235 °C para M0365.
A otimizagdo sugere que a temperatura e a pressao nao impdem qualquer efeito sobre a extracao
de biomarcadores com etanol. Consequentemente, esta poderia ser realizada em condigdes
brandas, sem penalidades para os resultados de forma geral. A quantidade de analitos (m/m otal
da amostra) €Xtraidos durante a etapa de otimizacao variou entre 1,44 % e 3,46 % (Tabela 12). A
extracdo a 35 °C apresentou a menor porcentagem de massa extraida, 1,44 %. Por outro lado,
as condigoes de extra¢ao brandas sdo bastante atrativas devido a velocidade de estabilizagdo do
sistema com operagcdo em temperatura proxima do ambiente, além da ndo necessidade de
resfriamento para limpeza e inicio da proxima analise. Diante disso, optou-se por T =35 °C a
2,5 mL/min de vazdo e 600 mg de amostra (capacidade méxima da coluna) para as extragdes

subsequentes pelo ganho significativo no tempo de extragdo com temperaturas menores.

2eb MQO365

35 °C (above)
Ty 235 °C (below)
bd A . ‘ jf Uil A A
it S i Mﬁ AN
7 Minutes 90

Figura 43: SCAN obtidos de extracoes a 35 °C e 235 °C durante o processo de otimizagdo com a
amostra M0365.
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4.3.2 Limpeza do sistema
Durante a extragdo, a quantidade de massa extraida foi calculada para diferentes etapas:

extracdo, limpeza da linha com 5 mL de etanol extra e 10 mL de mistura tolueno:hexano (1:1)

v/v no final. A Figura 44 apresenta a forma como estes volumes foram utilizados.

35 mL Etanol

Sessdo pré-coluna *

-

Coluna com amostra

t

Sessdo pods-coluna A

%
(6 Sessé&o pré-coluna
%,
S
S

’b(&
(t
GOO/ Coluna com amostra

* Sessao pods-coluna desconectada * B

Figura 44: A) Exemplificacdo dos compostos de interesse sendo extraidos com 35 mL de etanol. B)
Limpeza da sessdo pés-coluna apds o processo de extragdo.

Na etapa A, 35 mL de etanol sdo recolhidos apds este passar pela coluna de ago-inox que
contém a amostra. Apds o extrato ser recolhido em frasco ambar de 50 mL, a coluna ¢
desconectada da sessdo final, etapa B. Seu conteudo (< 1 mL) ¢ recolhido em outro frasco
ambar, mais 5 mL de etanol sdo eluidos através desta sess@o pos-coluna e recolhidos. Por fim,
10 mL da mistura 1:1 Tolueno:Hexano sdo eluidos através desta sessdo para limpeza. Esses
mesmos 10 mL sdo utilizados para limpeza da coluna apos retirada da amostra. Os
cromatogramas dos extratos com 35 mL de etanol e os 5 mL extras da sessdo pds-coluna foram

comparados para verificar quais compostos estavam presentes em cada etapa.
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A porcentagem recuperada da massa total de amostra adicionada a coluna de extracao
(m/m), esta extraida com 35 mL de etanol, variou entre 0,18 % ¢ 0,49 %, com a maioria das
amostras acima de 0,25 %. E importante destacar que esse valor é em relagdo a massa de
amostra pesada. Com relagdo ao TOC de cada amostra, a MO organica extraida variou de cerca
de 3 a 29 %. A Tabela 13 mostra a massa relativa extraida para todas as amostras e inclui
também a porcentagem com relacdo a MO presente na rocha geradora. Os valores para a
porcentagem massica extraida para o volume extra de etanol foram de 0,13 % para S0131, com
trés outras amostras testadas proximas a 0,15 % da massa bruta de amostra. Esses valores
representam cerca de um ter¢o da massa total extraida com 35 mL. Considerando que a
quantidade extraida ¢ de poucos mg, o erro associado a medida ¢ grande. Sendo a incerteza
absoluta da balanga analitica cerca de + 0,1 mg, a incerteza na medida fica proxima a 17 % para
o primeiro ponto recolhido da amostra S0579 (Figura 46). Nao foram detectados biomarcadores
ou quaisquer outros compostos na avaliagdo dos SIM e SCAN para o volume extra de etanol,
conforme demonstrado na Figura 45, onde o cromatograma apresenta apenas ruido. Assim,
sugere-se que essa massa extra possa estar relacionada a pequenas particulas que possam ter
escapado da coluna para a linha de extragdo; mas pode-se sugerir que esse valor ocorra devido
a erros associados a medida de valores de massa muito baixos na balanca analitica.

Tabela 13: Porcentagem da massa extraida (m/m) para cada amostra (600 mg) com 35 mL de etanol
% (m/m) obtida com 5 mL de etanol na sessdo pos-coluna.

Amostra TOC % da amostra % da MO % da amostra obtida
extraida ¢/ 35 extraida c¢/35 da sessao pos-coluna

mL de etanol mL de etanol com 5 mL etanol

S0131 1.31% | 0.29 % 22.14 % 0.13 %
S0364 3.64% |0.46 % 12.64 % 0.16 %
S0361 3.61% | 0.44% 12.19 % 0.14 %
S0579 579% |0.49 % 8.46 % 0.14 %
S0241 241% 023 % 9.54 % --
S0152 1.52% |0.45% 29.61 % --
S0546 546 % | 0.28% 5.13% --
S0280 2.80% |0.18% 6.43 % --
S0282 282% 1 0.25% 8.87 % --
S0917 9.17% | 0.30 % 3.27 % --
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Figura 45: Cromatogramas dos extratos obtidos com 35 mL de etanol e 5 mL etanol na sessdo pos
coluna, ambos a 10 mg/mlL.

O cromatograma inferior na Figura 45 ¢ semelhante para todas as amostras testadas,
mostrando apenas ruido. H4 evidéncias, portanto, de que nenhum composto relevante, isto &,
compativel com o GC-MS seja retido no sistema de extragdo apos a eluicdo dos 35 mL de

etanol.

Vale a pena notar, a massa extraida com amostras puras (sem esferas de vidro, totalizando
600 mg) ¢ cerca de 10 vezes menor quando comparada ao DD. Durante a etapa de otimizagao,
apenas 200 mg de rocha geradora foram utilizados por extragdo, efetivamente (M0365). No
caso das amostras com esferas de vidro, o maior volume de solvente/g de amostra forgaria uma
maior extracdo dos compostos ao se considerar a baixa solubilidade desses compostos em
etanol. Nao apenas, essas esferas aplicadas durante o processo de otimizagdo permitiram maior
contato entre a amostra e o etanol. Seu uso também promove uma melhor distribuicdo da
amostra dentro da coluna com um maior espagamento entre as particulas de rocha geradora,
levando a uma maior area superficial efetiva, além de evitar caminhos preferenciais durante a
extracdo. Enquanto para as amostras individuais, de 600 mg sem esferas de vidro, os caminhos
preferenciais podem ter sido um problema durante a extragdo, levando a uma menor eficiéncia,

mesmo que a massa de amostra tenha sido 3 vezes maior.
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4.3.3 Transferéncia de massa do processo de extracao
Uma curva de massa extraida vs. volume de etanol foi gerada para avaliar o volume

adequado para 600 mg da amostra S0579. O extrato foi recuperado a cada 1,6 mL indicado na
bomba seringa, limitado pelo volume de 2 mL do vial. A cada troca de vial, a extracao era
pausada por alguns segundos. A Figura 46 mostra a curva de massa acumulada. Sugere-se que
35 mL de etanol sejam adequados para extragcdo de biomarcadores em 600 mg de amostra e que
qualquer volume adicional pode nao proporcionar uma melhoria significativa na quantidade de
massa extraida, mas aumentaria o tempo necessario para secar o extrato final, bem como o
tempo da propria extragdo. Também, € possivel observar o ganho mais rapido em massa extraida
no inicio da extragdo, desacelerando com um maior volume de solvente utilizado. A massa final
extraida foi de 0,75 % (m/m) para a amostra S0579 nesta etapa, que ¢ um pouco superior ao
valor de 0,49 % encontrado durante a extragdo. No entanto, a grande quantidade de erro
induzido pela baixa massa pesada em cada vial deve ser levada em consideragdao. Apos 15 mL
de extracdo, a maior parte da massa medida foi proxima de zero. De fato, até mesmo algumas
massas negativas foram obtidas, o que pode estar relacionado as flutuacdes e erros associados

a medida na balanga. Esses valores nao foram considerados na curva.

0,800%

0,700%
0,600%
0,500%
0,400%
0,300%

Extracted mass (m/m)

0,200%
0,100%

0,000%
0 5 10 15 20 25 30 35

Volume / mL

Figura 46: Massa acumulada (m/m) vs volume de etanol para extracdo de biomarcadores em rocha-
geradora para a amostra S0579.
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4.3.4 Etanol para avaliacao geoquimica de rochas-geradora de petroéleo
Uma discussdo mais aprofundada sera baseada em um tnico resultado para evitar

repeticdes. A Figura 47 compara cromatogramas obtidos apds a extragao com etanol subcritico

a 35°C e 0 método classico Soxhlet+SARA.

7e5
50131 ETHANOL
SCAN
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50131 SOXHLET
SCAN
=
2
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Expected tR range for relevant oil biomarkers
7e5
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Figura 47: Fingerprint da extra¢do com etanol (acima) vs. Soxhlet (abaixo).

Os cromatogramas da Figura 47 mostram dois perfis distintos entre os extratos etanol e
Soxhlet. O perfil Soxhlet mostra uma mistura complexa nao resolvida (UCM) pronunciada
entre 42 e 57 min, sendo a area onde a maioria dos terpanos e esteranos sao encontrados. Isso
nao ¢ encontrado no perfil com etanol, onde a UCM ¢ encontrada apos 60 minutos. No entanto,
o procedimento cldssico analisa apenas a fracdo de saturados, ja que o extrato Soxhlet ¢
submetido ao fracionamento SARA antes da andlise por GC; com o etanol ndo ha nenhuma
separacdo de classes. Dessa forma, o etanol pode apresentar um menor sinal de pico a 10
mg/mL, uma vez que os compostos extraidos ndo estdo relacionados exclusivamente a fracao
de hidrocarbonetos saturados, diferentemente da analise pds fracionamento SARA no método

convencional.

Na extragao com etanol, o tempo de contato do solvente com a amostra ¢ reduzido
enquanto o método Soxhlet promove uma extra¢ao exaustiva pelo refluxo continuo de solvente.
O etanol também apresenta um valor consideravelmente maior de € = 24,6 quando comparado

ao DCM ¢ = 9,08, provavelmente levando a uma menor solubilizagao dos compostos saturados
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e saturacdo precoce do solvente. Apesar disso, os SIMs para terpanos (191 Da) e esteranos (217
Da) mostraram um perfil comparavel entre as técnicas, apesar da menor relagdo S/N. Levando
em consideracdo que as razdes geoquimicas sao calculadas intra-amostra, a concentracdo do
extrato ndo deve influenciar nas razdes calculadas, desde que o detector ndo esteja fora de sua
faixa de linearidade. A identificagdo por espectrometria de massas dos esteranos citados
demonstra um perfil equivalente para os picos entre as técnicas. A Figura 48 apresenta o
comparativo dos espectros para os dois métodos, exemplificados pelo pico ‘i’. Na Figura 49

sdo comparados os perfis de esteranos 217 Da no SIM.
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Figura 48: Comparativo dos espectros de massas obtidos para o pico ‘i’ através do método com etanol
(acimay) e pelo método convencional Soxhlet+SARA (abaixo).
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Figura 49: SIM para esteranos 217 Da para etanol (acima) vs. Soxhlet+SARA (abaixo).
Na Figura 49, a escala ndo ¢ a mesma e o resultado Soxhlet apresenta picos com maior
intensidade. Isso ndo foi considerado para evidenciar a alta similaridade entre os perfis. De fato,

os picos ‘d’, ‘e’ e ‘1’ t€ém sua intensidade relativa comparavel entre as técnicas. Os picos
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identificados no SIM 85 Da para alcanos, hopanos 191 Da e esteranos 217 Da foram aplicados

a parametros diagndsticos comuns utilizados em andlises geoquimicas. Para a classe dos

terpanos pentaciclicos obteve-se uma alta similaridade entre os perfis cromarograficos como

demonstrado na Figura 50. Na Figura 51 sd@o comparados os espectros de massas obtidos para

o pico ‘B’ (Tm) tanto para o método com etanol, como para o método convencional

Soxhlet+SARA.
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Figura 50: Cromatograma de ions selecionados (SIM) 191 Da de 51 a 65 minutos para a amostra
S0241. Invertido: Extra¢do Soxhlet. Acima: Etanol.
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Figura 51: Espectro de massas para o pico 'B' da amostra S0241. Acima: Etanol, Abaixo: Extra¢do

Soxhlet.

A Tabela 14 resume os valores calculados de parametros diagndstico tanto para

Soxhlet+SARA quanto para extragdo com etanol.
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Tabela 14: Paramenos calculados para Soxhlet+SARAV. etanol. ND, néo detectado oundo possivel calcular:

BOH
- 1B 13D LB 1L [292 12/ 116 |09/ 097 |10 | 131 | L2 | 12 [ 140 [ 10 | 1,29 | 108 | 251 | I
EP[23]» 092 08 |02 0% |LI0 1 | 1@ L2 0983 0 |19 LI3 | 1B 098 |0H |08 | 097 09 | L11 09
AMASRAR)CY: 034 03 1021 02X 10206 033 0 034 020 02 (021 019 026 025 031 027 030 09 |08 | 0l4
abb/@bbtaaa)(M° | 037 1034 |03 05 [018 023 02 030 (02 (021 020 (019 |04 02 | 026 026 02 02X |033 | 02
esteranosHopane | 071 [ 080 | 139 161 | OO |14 |15 166 | 101 OB [030 [0 | 140 | 147 | 448 | 38 | 318 | 378 | 200 | 235
TS(Is+Iim)’ 040 1030 1030 ND 033 ND |030 ND |038 039 (046 04 1025 031 N> 027 |09 021 | ND ND
TsHY): 007 1000 [0B 000 02 [ND 006 ND |00+ 004 |0 [006 |[004 0B | ND [006 | 004 [ 000 | ND | ND
G0 030 03 |08 ND |05 ND |04 ND |057 063 |06l 08 |04 020 |03 038|032 030 |030 ND
2525+2R)H31 | 057 003 |00 (032 [0 [ ND 064 | ND 0% |04 |08 05 [0 [0% |08 [0 0% | 000 | 043 | ND
RY2RS2Z2RHR2 | 058 ND | 047 ND [051 ND 053 ND (052 [051 |05 |05 |02 (04 (058 049 049 00 052 | ND
R2Y2S2RHB |03 ND |04 [ND [0 [ND 0531 [ND 1033 |00 |05 [0 |0 |00 | 060 040 1 060 | 00 | ND | ND
2S2RHM 04 ND N N (0 ND 05 ND 051 055 062 03 |05 067 |04 065 |0 0656 | ND ND
2S2RHB" 057 T ND ND N N N N N 048 049 |[ND N> 057 000 |08 ND |04£2 046 | ND | ND
- IBIRHY" 04 02 |05 ND |04 ND |OIS ND |0OI0 14 |09 021 |[O15 [OI5 |04 [ O15 012 04 | 0l4 026
G 3B43014 163 ND | 20 ND | 997 ND | 3675 | 7562 | 820 | 3693 | 2553 | 2134 | 3031 | 3251 | 3215 | 332 | 192 | 1964
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1: extrato a 10 mg/mL.

2: extrato a 25 mg/mL.

3: extrato a 100 mg/mL.

a: CPI (indice de preferéncia de carbono): 0,5 X (Z0ddC24-C33/ZevenC24-C33 + Z0ddCa5-C34/ZevenCas-Css) em 85 Da SIM [89];

b: (Cz1 +6XCas + Ca5)/(4 x Cap +4X%Cp4) em 85 Da SIM [90];

c: Cyo 5a(H),140a(H),170(H) 20S/Cao 5a(H),14a(H),17a(H) 20(S + R) areas em SIM 217 Da [2];

d: Cyo Sa(H),14B(H),17B(H) 20(S + R)/(Cay Sa(H),140(H),17a(H)20(S + R) + 5a(H),14p(H),17B(H) 20(S + R)) areas em SIM 217 Da [2];
e: Cy7 S0(H),140(H),17a(H) 20(S + R) areas em SIM 217 Da / C3o 170(H),21B(H)-hopano em SIM 191 Da [2];

f: 18a(H),21B(H)-22,29,30-trisnorneohopane / (18a(H),21B(H)-22,29,30-trisnorneohopane + 17a(H),2 1 p(H)-22,29,30-trisnorhopane) em SIM 191 Da [2];
g: 18a(H),21B(H)-22,29,30-trisnorneohopane/C30 17a(H)/21p(H)-hopano, em SIM 191 Da [2];

h: Area gamacerano/17a(H),21B(H)-hopano em SIM 191 Da [2];

i-m: C3; 17a(H),21p(H)-homohopano 22S/(Cs; 17a(H),21B(H)-homohopano 22S + C3; 17a(H),21p(H)-homohopano 22R) em SIM 191 Da. A contagem de carbono sobe até
GCss 21

n: C31 170(H),21B(H)-homohopano 22R/C3g 170(H),21B(H)-hopano, em SIM 191 Da [2];

0: 100 x [Gamacerano/Cszo 17a(H),21B(H)-hopane)], em SIM 191 Da (baixa < 50, média 50—60 e alta > 60) [2];
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Diferentes informagdes geoquimicas podem ser obtidas com a avaliagdo desses
parametros diagnosticos. O CPI é comumente utilizado para avalia¢do da evolugdo térmica e
valores > 1 sdo resultantes de hidrocarbonetos de predominancia impar [2,5,6]. Todas as
amostras, com exce¢ao de S0241, apresentam valor > 1, que se correlaciona com a matéria
organica (MO) de baixa evolucdo térmica. O indice OEP (preferéncia de impares sobre os
pares), avalia as mesmas informagdes. Para a maioria das amostras o valor < 1, mas muito

proximo de um, o que pode sustentar a baixa evolucgao térmica do CPI [5].

O Ts/(Ts + Tm) ¢ outro indice que avalia a maturidade da MO. A janela de equilibrio
esta entre 0,52 - 0,55, e todas as amostras, em ambas as técnicas, apresentam valor abaixo de
0,52, indicando um processo de baixa maturidade [91]. A razdo 20S/(20S+20R) Cz9 esteranos
tem a mesma janela de equilibrio que o Ts/(Ts + Tm). Como todos os valores apresentados sao
< 0,52, a mesma sugestao de baixa evoluc¢do térmica pode ser feita para essas amostras. O
afp/(apptaca) Cr varia de 0,67 — 0,71 no equilibrio. A maioria das amostras esta
significativamente abaixo da marca de 0,30, com excecdo de S0131 e S0917, o que sugere MO

de baixa maturacao.

O (G30/H30) com valor > 0,6 indica uma alta salinidade do ambiente durante a deposicao
da MO. Todas as amostras apresentam valores abaixo desse limite, exceto as amostras S0241 e
S0152 na extragdo com Soxhlet e Etanol, respectivamente. O indice de gamacerano (iG),
apresentou alta discrepancia na amostra S0241, mas para todas as outras amostras as razoes

levam as mesmas conclusoes.

4.4 Métricas AGREEPrep
Para o primeiro fator, ambos os métodos usam abordagem ex sifu. Para o fator 2,

considerou-se que o método com etanol utiliza 10 mL/amostra de solvente ndo seguro para
limpeza do sistema e da vidraria. Enquanto o método Soxhlet consome cerca de 600 mL.
Consequentemente, quase nenhum dos materiais pode ser considerado renovavel nesse
processo e o residuo em ambos os métodos pode ser o mesmo que suas entradas de solventes

tOX1COS.

A quantidade de amostra utilizada no método do etanol, fator 5, ¢ consideravelmente
menor, 0,6 g. Para a extragdes posteriores, a quantidade de amostra deve ser ajustada para 200

mg em esferas de vidro para melhor eficiéncia de extracdo. O tempo desprendido por amostra
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¢ consideravelmente menor levando aproximadamente 1 amostra’h. A Tabela 15 apresenta

todos os valores considerados para a métrica AGREEPrep.

Tabela 15: Valores para o calculo da métrica AGREEPrep para os métodos baseados em etanol vs.
Soxhlet+SARA.

Etanol Soxhlet+SARA

Fator | Peso | Valor/Modo Valor/Modo

1 1 Ex Situ Ex Situ

2 5 10 mL Solvente/amostra 600 mL Solvente/amostra

3 2 >75 % Materiais renovaveis | <25 % Materiais Renovdveis

4 4 10 mL de residuo 600 mL residuo

5 2 0,6 g de amostra 10 g de amostra

6 3 1 amostra/h 0,1 amostra/h

7 2 4 etapas de preparo 6 etapas de preparo ou mais
(Manual) (Manual)

8 4 150 Wh 20000 Wh

9 2 GC-MS GC-MS

10 3 1 risco (DCM — limpeza de | 4 ou mais perigos (DCM, Hexano,
vidraria) Pentano, MeOH por periodos

prolongados).

O consumo de energia apresenta uma queda significativa. Com o etanol, a maior parte do
consumo de energia no preparo da amostra deve-se ao uso de equipamentos de moagem, ao uso
da bomba seringa e GC em baixa temperatura durante a extragdo. O valor de 150 Wh/amostra
foi uma estimativa simples. O consumo para o método Soxhlet, por outro lado, ¢ extremamente
alto, 20000 Wh ou mais. O valor de 20 kWh parece fora de contexto, no entanto, para este valor
estimou-se que uma placa de aquecimento de 1000W foi usada por 72 h a 30 % de sua energia.
Também nao foi considerado o consumo de energia do exaustor (capela) para evitar vapores de
solventes toxicos ou qualquer outro equipamento. Mesmo que fosse realizada uma andlise mais
detalhada do consumo energético do método Soxhlet, isso ndo teria impacto no score final, pois
a literatura considera valores > 500 Wh como 0 [42]. No nono fator, ambos os métodos

requerem GC-MS para informagdes moleculares detalhadas que a analise geoquimica exige.

O ultimo fator avaliado na métrica ¢ a garantia de procedimentos seguros para o operador.
Para o método com etanol, apenas 10 mL de tolueno:hexano (1:1) v/v sdo usados durante o
procedimento de limpeza da coluna apos a extragdo. A Tabela 15 resume os valores aplicados

para o calculo da métrica AGREEPrep. A métrica mostra 7,25 vezes de ganho para o valor
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AGREEPrep, indo de 0,04 no método convencional Soxhlet+SARA para 0,29 na extragdo com
etanol (Figura 52).

Figura 52: Grdfico AGREEPrep. O centro mostra o score final entre 0 e 1. Ao redor estdo os fatores, e
seu tamanho reflete o peso considerado no calculo. Etanol (esquerda), Soxhlet+SARA (direita).

4.5 Conclusoes
O procedimento de preparo da amostra foi condensado em uma Unica etapa de extragdo,

passando de mais de 48 h para cerca de uma hora por amostra. Esse processo simplificado pode
levar a menos erros durante o preparo da amostra, pois menos operacdes unitarias sao
necessarias. Consequentemente, 0 método com etanol mantém o analista longe dos perigos de
solventes toxicos durante a extracdo, ja que o uso destes € praticamente zerado. Os beneficios
da simplificacdo sdo mostrados na métrica AGREEPrep, onde o método baseado em etanol

pontua 0,29, enquanto o método classico pontua 0,04.

Como uma visao geral dos resultados geoquimicos, pode-se observar a alta similaridade
para as razoes calculadas entre Soxhlet+SARA e o método proposto com poucas excecgoes. Para
a maioria das 10 amostras analisadas, as conclusdes para as informagdes geoquimicas podem

ser consideradas equivalente.

O método proposto com etanol proporcionou uma abordagem mais rapida e barata na
analise de biomarcadores. Esteranos 217 Da apresentaram um perfil muito semelhante quando
comparado ao método baseado em Soxhlet. Terpanos 191 Da ficaram abaixo do LOD com
extrato a 10 mg/mL. Nas amostras com extratos analisados em concentragdes mais elevadas,
estes foram detectados e as razdes diagndsticas calculadas para extracdo com etanol e extracao

Soxhlet mostraram valores comparaveis.
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CAPiTULQ S: SPME-ARROW ASSISTIDA A VAQUO ASSOCIADA A GC-MS
NA ANALISE DE HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS EM
AMOSTRAS DE AGUA.

5.1 Introducao
A microextracdo em fase solida (SPME) ¢, sem duvida, uma das técnicas de

microextragdo mais bem sucedidas e utilizadas em quimica analitica. Desde o seu
desenvolvimento em 1989, seu uso tem sido constantemente crescente devido a sua facilidade
de uso, disponibilidade comercial e automagao [44,47]. Assim, associado a sua confiabilidade
e repetibilidade, o SPME tem sido aplicado constantemente em alimentos [92—-95], ambiental

[75,96] e diferentes campos das ciéncias dmicas [10,97,98].

Nos ultimos anos, foi desenvolvido um novo modelo para SPME, denominado SPME-
Arrow, que apresenta a mesma geometria da fibra convencional, porém possui maior volume
de fase extratora permitindo maior sensibilidade [99]. Enquanto o SPME convencional
normalmente mostra medidas de 100 um x 10 mm, a arrow pode ir até 250 pm x 30 mm de fase
extratora e apresenta um nticleo de fibra mais espesso, fazendo com que a mesma espessura de
recobrimento garanta um maior volume de fase. Além disso, o modelo € totalmente compativel
com injetores automaticos ja disponiveis. Seu design ¢ muito semelhante 8 SPME convencional,
mas com uma ponta de metal para maior robustez e resisténcia ao perfurar o septo GC e permite

também que a fibra seja completamente fechada enquanto nao estiver em uso.

A disponibilidade comercial do SPME-Arrow adicionou uma opg¢do extra para o analista
que, ao desenvolver um método, deve fazer escolhas em relagdo ao tipo de fibra utilizada, fase
extratora, imersao direta ou extragdo via headspace, tempo, agitacao e temperatura de extragao.
Esses sdo apenas alguns parametros que precisam ser ajustados para o desenvolvimento do
método. A partir de uma ampla gama de aplicagdes de SPME, a extracdo via headspace ¢é
preferivel para garantir maior vida util da fibra, mas também pode ser necessaria dependendo
das caracteristicas da amostra como, por exemplo, particulas dissolvidas ou amostras sélidas
[47].

A aplicabilidade da SPME em uma amostra depende dos coeficientes multi-equilibrios
de seus analitos. O processo também ¢ altamente dependente da cinética dos analitos, pois
compostos com baixa volatilidade apresentam taxas de transferéncia lentas da amostra para o
headspace, limitando a praticidade da SPME para analitos semivolateis [47]. Desde 2012, a
introducdo de amostras aquosas em recipientes pré-evacuados mostrou melhorar

significativamente a extragdo de compostos [50]. A teoria formulada para amostras aquosas
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descreve dois filmes adjacentes entre a fase aquosa (amostra) e gasosa (headspace). A redugao
da pressdo aumentaria a transferéncia de massa de analitos que apresentam uma resisténcia
decorrente da fase gasosa, ou seja, compostos com baixa constante de Ky, inferior a 1,2 x 107
atm m> mol™!. Cita-se que esses compostos t¢ém mais de 95 % de sua taxa de evaporagio
decorrente da presenga da fase gasosa no sistema [49,51]. Assim, a evacuagdo do headspace
aceleraria o processo de extragao desses compostos. A pressao reduzida no headspace também
permite o uso de menor temperatura de extragao com tempos de extracao mais curtos, enquanto
menores LOD e LOQ podem ser alcangados pelo melhor desempenho de extracao da técnica
[100,101].

Neste trabalho descrevemos o uso da SPME-Arrow para extracdo de PAHs sob
condi¢des de pressdo reduzida em amostras aquosas, especificamente amostras de agua
provenientes de estagdo de tratamento de esgoto. E de interesse a rapida detecgio destes analitos
devido ao seu potencial nocivo a saude [102]. Avaliou-se a aplicagcdo do método em amostras
de 4gua de esgoto tratada, bem como as figuras de mérito analitico. Aspectos tedricos da técnica
sob vacuo também sao discutidos com base na extracao do naftaleno (Nap — CioHg), acenafteno

(Ace — Ci2H10), fenantreno (Phe — C14H10) € fluoranteno (Flu — Ci6Hio) em agua.

Tabela 16: Principais propriedades fisico-quimicas dos PAHs alvo. Nap: naftaleno, Ace: acenafteno,
Phe: fenantreno, Flu: fluoranteno.

Composto Massa molar (g mol- Ion (Da) Pressdo de vapor (25 °C,mm Ku (atm m3 mol™!)
D) Hg)

Nap 128.17 128.00 0.085 4.4x10*

Ace 154.21 153.00 0.00215 1,84 x 10+

Phe 178.23 178.00 0.000121 4.23 x 10°

Flu 202.26 202.00 9.22 x 10°¢ 8.86 x 106

5.2 Consideracoes Teoricas
Os aspectos teodricos para a SPME convencional sob pressdo atmosférica estdo bem

estabelecidos e tém sido amplamente discutidos na literatura [49,51,103]. Outras geometrias
também foram implementadas em sistemas de pressao reduzida, como microextragdao em filme
fino (TFME, Thin-film SPME) e extragao agitada em barra sorbente (comercialmente disponivel
como Twisters™, stir bar sorbent extraction SBSE) [100,101]. Cada uma dessas geometrias
apresenta vantagens e desvantagens inerentes, mas os principios teoricos da extragao assistida

a vacuo permanecem 0S meESmos.
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Considera-se que a extracdo ocorra em um sistema fechado e que uma transferéncia de
massa dos analitos ocorre em vdrias etapas. Os analitos sendo principalmente dissolvidos em
uma amostra aquosa, dois equilibrios diferentes ocorrem neste sistema: amostra/fase gasosa e
fase gasosa/fibra. A primeira ¢ a etapa de volatilizagdo e a ultima, a etapa de extracdo dos
analitos do headspace. A taxa de transferéncia de massa depende da matriz, das propriedades
dos analitos e da fase de extragdo, entre outros fatores. A velocidade total da extragdo ¢ limitada
pela etapa mais lenta envolvida na extracdo, normalmente o equilibrio amostra/headspace.

Assim, o equilibrio entre headspace/fibra ¢ considerado rapido.

Como mencionado em trabalhos anteriores, a pressdao reduzida no sistema deve afetar
apenas a etapa cinética da extracdo, ndo desempenhando nenhum papel nos aspectos
termodinamicos do equilibrio [49,51,103]. Isto considerado, a quantidade total de analito
extraido em equilibrio permanece a mesma, enquanto o vacuo aplicado ao sistema acelera a

taxa de transferéncia dos analitos da amostra para o headspace.

A principal propriedade dos analitos utilizados para prever o impacto da pressdo
reduzida em sua extragdo ¢ a constante da Lei de Henry (Ku). Para descrever o efeito do Ky na
extracdo, a teoria dos dois filmes foi extensivamente utilizada e discutida. No sistema fechado
considerado, formam-se duas interfaces entre os trés componentes: amostra liquida, headspace
e fibra [49]. A etapa de evaporagao requer que o analito no volume da amostra passe por dois
filmes: filme liquido e filme gasoso. A primeira esta associada a amostra liquida e ndo esta
sujeita a variagdes de pressdao. O segundo ¢ dependente da pressdo e mostra um efeito direto na
transferéncia de massa do analito para o headspace. Se um analito apresentar um Ky < 1,6 X
10* atm m® mol™! Espera-se que esse analitos apresentem cinética acelerada quando a pressio
reduzida ¢ aplicada durante a extragdo, uma vez que mais de 50 % da taxa de evaporagao
proveniente da fase gasosa. Se 0 Ku < 1,2 x 10 atm m® mol™!, mais de 95 % da resisténcia a
evaporagdo deve-se a fase gasosa, levando a melhorias mais elevadas quando a pressao do
sistema é reduzida. Para analitos com Ky > 5 % 10 atm m> mol!, ndo so esperadas melhorias

significativas durante as extra¢des a vacuo [49].

A maioria das consideragdes tedricas passadas foi discutida para o modelo SPME
convencional. Recentemente, diferentes geometrias, ou seja, TFME e SBME foram aplicadas
em condicdes de pressdo reduzida [100,101]. Essas geometrias proporcionam maiores volumes
e distintas relagdes area/volume de fase do extrator sorvente. A fibra convencional revestida

com PDMS 100 um x 10 mm tem um volume de aproximadamente 0,6 uL [47,99]. Enquanto
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isso, as SPME-Arrow apresentam um volume consideravelmente maior devido ao seu
comprimento e nicleo maior. A fibra utilizada neste trabalho tinha 100 um de espessura de
filme, 20 mm de comprimento com um nucleo de fibra considerado de 0,4 um. O volume
estimado para a fase extratora ¢ de 5,6 uL, 9 vezes maior que o volume de PDMS contido no

SPME convencional.

Uma preocupagao com o uso de novas geometrias ¢ a absor¢ao de analitos pela fibra. O
equilibrio constante na fibra ¢ diretamente afetado pela area e volumes do PDMS. Um fator
afetado pela relacdo area de superficie/volume ¢ a constante de absor¢do do analito pela fibra.
A equacdo ¢ descrita aplicando-se a primeira Lei de Fick:

k, = Dg4A,

Ve

Equacdo 12: Constante de absorgdo do analito pela fibra (uptake) pela Lei de Fick.

D, ¢ a difusividade molar do analito na fase gasosa; Ae, area da fase extratora; Ve,
volume da fase extratora e , a espessura da camada de fronteira entre fibra e headspace. A
area/volume calculada para o SPME-Arrow (PDMS 100 pm % 20 mm) € 2,4 vezes menor do
que a relagdo para o SPME regular (PDMS 100 um % 10 mm). Em trabalhos anteriores, SBSE
e TFME foram usados para a extragdo de PAHs e discussdes sobre suas geometrias foram feitas.
Para o SBSE, os 500 um de espessura do filme deveriam, e de fato proporcionaram, um tempo
maior para atingir o equilibrio [100,101]. Para a TFME, que apresenta uma relacao area-volume
comparavel a da SPME convencional, os tempos de equilibrio foram muito mais préximos da
SPME. Assim, a TFME proporcionou maiores quantidades de analitos extraidos devido a um
volume total de 63,5 uL e area de 5 cm? [100]. Assim, considerando a fibra do tipo Arrow, a
menor constante de taxa de absor¢do calculada nao deve afetar significativamente a extragao.
Apenas a quantidade de analitos extraidos deve ser diferente se a quantidade extraida do

headspace ainda estiver dentro do limite termodinamico do equilibrio.

5.3 Materiais e métodos

5.3.1 Produtos quimicos, materiais e amostras
Foram utilizados quatro hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH), naftaleno (Nap),

acenafteno (Ace), fenantreno (Phe) e fluoranteno (Flu). Todos os PAHs tinham pureza > 99% e
foram comprados da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha), exceto o Flu, que foi comprado da
Agilent (Santa Clara, CA, EUA). Uma solugio-estoque de 100 mg L' foi preparada com os

quatro PAHs diluidos em acetonitrila (grau HPLC). Esta solu¢do foi mantida armazenada no
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escuro a -18 °C quando ndo estava em uso. A solucdo-estoque foi utilizada para preparar

diariamente novas solugdes de PAH em 4gua deionizada.

Amostras de dgua de esgoto da estacao de tratamento municipal de Chania, Grécia, foram
utilizadas para estudos de recuperacdo (pH = 7,4; Demanda Quimica de Oxigénio = 15 mgL;
Sélidos Suspensos Totais =4 mg L!; Solidos Dissolvidos Totais = 468 mg L™!). A estagiio atende
aproximadamente 70 mil habitantes. Antes do uso, as amostras foram coletadas, filtradas e
analisadas para garantir a auséncia dos analitos alvo. O efluente filtrado foi armazenado em

geladeira quando nao estava em uso.

5.3.2 Aparatos para Vac-SPME-Arrow
Uma tampa especial de aco inoxiddvel projetada pela Professora E. Psillakis foi usada

para extragdes em pressao reduzida. Os detalhes sobre o projeto estdo descritos em Yiantzi et.
al. [100]. As tampas permanecem justas ao vial do tipo crimp de 20 mL sem a necessidade de
crimpagem. O septo utilizado foi o Thermogreen® LB-1 (Supelco) com orificio de meia altura
(6 mm de diametro x 9 mm de comprimento). A Figura 53 descreve o aparelho de extragdo (I)

e algumas das propriedades estruturais da fibra tipo Arrow (II).

(a) '=emme

i (C).
(b) ===

- .

(e)..

Figura 53: (I) Esquema do aparato utilizado na extragdo de PAHs em amostras de dgua. a) Tampa
personalizada para extracoes a vdcuo, b) O-rings posicionados ao redor da tampa, c) septo, d) vial do
tipo crimp de 20 ml, e) amostra de dgua contendo PAH. (II) SPME-Arrow exposta para extragdo. (f)
Estrutura do Holder da fibra (g) suporte interno de fibra, (h) fase extratora de PDMS, (i) niicleo interno
de aco inoxiddvel, (j) Flecha na ponta da fibra.
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O headspace do vial foi evacuado por 1 minuto com bomba de viacuo Vacuubrand VP 2
Autovac fabricada pela GmbH & Co KZ (Wertheim, Alemanha) (7 mbar — 0,007 atm). Para
essa etapa, uma seringa hipodérmica conectada a ponta da mangueira da bomba de vacuo foi
utilizada para perfuracdo do septo. 10 mL de amostra aquosa dopada foram introduzidos no
frasco apds a remocdo do ar usando uma seringa gastight (SGE, Austrdlia). O tempo de
incubacdo dos vials foi ajustado para 10 minutos e a agitacdo do vial no incubador foi testada a

350 e 250 rpm.

Durante os 10 minutos de incubacdo, o SPME-Arrow foi condicionado a 250 °C para
garantir que estivesse completamente limpo antes da extragdo da amostra. A SPME-Arrow
utilizada foi uma Shimadzu PDMS (100 um x 20 mm X 1,1 mm) e todas as extra¢cdes foram
realizadas no modo headspace. O efeito da temperatura na extracao foi testado em condi¢des
de vécuo e regular a 30, 40, 50, 60 e 70 °C com 30 minutos de extragdo. O tempo de extracao
do perfil foi realizado em 35, 10, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos a 30, 50 e 70 °C para Arrow
regular e Vac-SPME-Arrow. Essas 3 temperaturas foram escolhidas para representar condi¢des
amenas, regulares e de alta temperatura. Todas as extracdes a vicuo e regulares foram
conduzidas no amostrador automatico Shimadzu AOC 6000 (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japdo). Para a extracdo regular da SPME-Arrow foram utilizados frascos convencionais de 20

mL (Restek, Bellefonte, EUA).

5.3.3 Analise por GC-MS
A analise GC-MS foi realizada utilizando um GC Shimadzu QP2020 acoplado a um

espectrometro de massas Shimadzu QP2050 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao). Hélio foi
utilizado como gés de arraste com vazio de 1,2 mL min~' e a coluna utilizada foi a DB5-MS
(30 m x 0,25 mm ID x 0,25 um). A temperatura do forno foi iniciada a 75 °C (por 2 min) até
150 °C a 10 °C min'!. A temperatura foi mantida a 150 °C por 2 minutos seguida de aumento
para 240 °C (por 10 min) a 10 °C min!. O injetor estava a 250 °C em modo splitless. O
espectrometro de massas foi operado no modo SCAN de 50 a 500 Da a 3,33 Hz com tempo de
corte do solvente de 1 minuto. A fonte de fons e a temperatura de interface foram fixadas em
220 e 270 °C, respectivamente. A integracdo de pico e a linearidade foram avaliadas com o fon
mais abundante para cada PAH (Tabela 16). O software utilizado foi o GCMS Postrun Analysis
versdao 4.52 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao). O software Microsoft Excel 365 foi

utilizado para criacdo dos gréaficos e andlises estatisticas.
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5.4 Resultados e discussoes

5.4.1 Otimizacao da velocidade de agitacao do vial
350 rpm foi escolhido para experimentos subsequentes devido as dreas de pico mais altas

obtidas em testes preliminares como demonstra a Figura 54.

VAC 350 vs. 250 RPM

2500000
2000000
1500000
1000000

500000

350 avrg 250 avrg

HMNap HAce HPhe BFlu

Figura 54: Comparativo entre a velocidade de 350 rpm (esquerda — VAC 350) e 250 rpm (direita —
VAC 250) para os 4 PAHs avaliados. Média das triplicatas de cada medida representadas pelas barras
350 avrg e 250 avrg.

5.4.2 Perfil da temperatura de extracao
Durante o desenvolvimento de um método SPME, a temperatura € um dos fatores mais

importantes a serem considerados e estes foram avaliados de 30 °C a 70 °C com 30 minutos de
extracdo. A Figura 2 mostra os resultados obtidos para Vac-SPME-Arrow, bem como SPME-

Arrow regular em diferentes condi¢des de temperatura.
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4,5
(i) Vacuum SPME Arrow (ii) Regular SPME Arrow
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Figura 55: Efeito da temperatura de amostragem na extracdo de PAHs de amostras aquosas usando
Vac-SPME-Arrow (esquerda) e SPME-Arrow regular (direita). Condigcoes experimentais: 10 mL de
amostras aquosas dopadas a 5,0 mg L'; 30 min de tempo de amostragem; Velocidade de agitacdo de
350 rpm. Algumas barras de erro sdo muito pequenas para serem visiveis em comparagdo com o
tamanho da barra da drea de picos.

Como pode ser visto, a Vac-SPME-Arrow fornece areas totais de pico mais altas para
Ace, Phe, e Flu em todas as temperaturas. As dreas de pico para Nap podem ser consideradas
as mesmas a 30 °C em condig¢des atmosféricas e de pressdo reduzida. Compostos com maiores
valores de Ky ndo sdo significativamente afetados por pressdes reduzidas, como € o caso de
Nap com Ky = 44 x 10*, indicando uma resisténcia a transferéncia de massa
predominantemente na fase liquida. Ace tem um valor de Ky proximo ao limiar entre a
resisténcia a fase gasosa e a fase liquida. No entanto, sua resisténcia em fase gasosa proxima a
50 % ¢ suficiente para mostrar melhora significativa na extracdo sob condi¢des de pressao
reduzida. A drea de pico de Ace em todas as temperaturas testadas foi maior, com um aumento

de 2,8 vezes a 30 °C e 1,6 vezes maior a 50 °C.

Para compostos Ku mais baixos, o efeito do vdcuo € mais pronunciado. Neste caso, Phe
e Flu apresentam grande melhora na drea total de pico tanto em baixas quanto em altas
temperaturas. A evacuagdo do efeito headspace é mais pronunciada em temperaturas mais
baixas. Para a Phe ha um aumento de 4,5 vezes na drea de pico a 30 °C, e para a Flu a area em
4,3 vezes maior. A 50 °C, Flu atinge uma melhora de 4,8 vezes, praticamente o mesmo que 30
°C, enquanto a Phe cai para 3,6 vezes. A 70 °C, a melhora é préxima de 2,0 para Ace, Phe e
Flu. Os valores de melhoria a 70 °C, no entanto, sdo menores do que a 60 °C, embora

apresentem RSDs (desvio padrao relativo) mais altos com dreas de pico ligeiramente menores.
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A maior drea de pico obtida € a 60 °C para a maioria dos analitos. No entanto, os RSDs
a 60 °C e 70 °C sao maiores do que a 50 °C e o ganho relativo a 50 °C € maior. Assim, duas
abordagens diferentes podem ser seguidas durante o uso da Vac-SPME-Arrow: uma condi¢ao
branda de extracao a 30 °C ou uma area de pico absoluto mais alta a 50 °C visando menores
LODs e LOQs. A abordagem em condi¢ao branda proporcionou um aumento na drea de pico
mais de 4 vezes para Phe e Flu, e quase 3 vezes para Ace. A 50 °C o aumento para Flu chega
perto de 5 vezes no aumento da 4rea de pico, 3,6 para Phe, e 1,6 para Ace. De forma geral, a

temperatura de 50 °C deve proporcionar maior sensibilidade para o método com menor RSD.

Com outra abordagem, comparando as areas de pico em diferentes temperaturas, a mesma
sensibilidade para Flu em SPME-Arrow regular a 70 °C pode ser alcancgada entre 40 e 50 °C
com Vac-SPME-Arrow. Phe sob pressdo reduzida a 40 °C tem a mesma 4rea que a extracao
regular a 70 °C. Ace mostra uma drea de pico mais alta em 30 °C do que em todas as outras

temperaturas.

5.4.3 Perfil de tempo de extracao
Como demonstrado, as extracOes assistidas a vacuo tém o beneficio de melhorar a

cinética de analitos de baixo Ky, proporcionando a mesma area de pico em temperaturas mais
baixas quando comparadas as condi¢des atmosféricas. Considerando isso, ¢ importante avaliar
o tempo de extra¢ao necessdrio para atingir o equilibrio em um sistema de pressao reduzida. A
Figura 3 mostra o perfil do tempo de extragdo a 30, 50 e 70 °C comparando Vac-SPME-Arrow
com SPME-Arrow regular.

Em extracdes a 30 °C, o Nap atinge condi¢Oes de equilibrio com apenas 5 minutos de
extracdo, que foi o menor tempo de extragdo testado, tanto para extracdes regulares como para
Vac-SPME-Arrow. Ace tem uma melhora significativa na cinética de extragdo em pressao
reduzida a 30 °C, atingindo o equilibrio em 30 minutos, com uma drea de pico de
aproximadamente 2,0x10°. Em condi¢des atmosféricas, Ace ndo atinge o equilibrio mesmo aos
120 minutos de extragdo, com uma édrea de pico préxima a 1,3x10°. Para Phe e Flu, o equilibrio
ndo € atingido a 30 °C, mas a melhora na drea do pico € significativa com pressdo reduzida,

com aumento de 7,8 e 8,6 vezes com 30 minutos de extragcao, respectivamente.
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Figura 56: Perfis de tempo de extragcdo para os PAHs obtidos a 30, 50 e 70 °C sob (i) condicdes de
vdcuo (simbolos preenchidos - esquerda) e (ii) condicbes de pressdo regular (simbolos abertos -
direita). Condicoes experimentais: 10 mL de amostras aquosas dopadas a 5,0 mg L”'; Velocidade de
agitacdo de 350 rpm. Algumas barras de erro sdo muito pequenas para serem visiveis em comparagdo
com o tamanho fisico do simbolo.

A cinética global para todos os compostos € consideravelmente acelerada com o
aumento da temperatura de 30 °C para 50 °C. O Nap j4 estd em equilibrio com apenas 5 minutos
de extracdo em condigdes regulares e de vacuo. Ace atinge o equilibrio consideravelmente mais
rapido nesta temperatura. Em condi¢des regulares, o equilibrio € atingido em 60 minutos,
enquanto para o vacuo, 10 minutos de extracdo sdo suficientes para a area maxima do pico. Para

Phe, o equilibrio ndo € atingido dentro das 2 horas de extracdo. Interessante notar, a rea total
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do pico de Phe a 30 °C e 50 °C € praticamente a mesma. Este aumento de temperatura nao
melhora significativamente a extragdo de Phe sob pressao reduzida. Consequentemente, a razao
de melhoria para Phe é menor a 50 °C, a 3,3 vezes em 30 minutos de extragdo quando
comparada a 30 °C (aumento de 7,8 vezes). As dreas de pico do Flu sao consideravelmente
mais altas, a 50 °C, mas ainda ndo atingem o equilibrio. A melhora do vicuo em relacdo ao
regular € préxima de 4,2 vezes aos 30 minutos de extragdo, metade da melhora a 30 °C, mas

ainda assim um efeito significativo da pressao reduzida aplicada ao sistema.

Considerando o perfil de tempo de extracdo a 70 °C para Phe, parece que o equilibrio esta
sendo atingido em 120 minutos com 4rea de pico de 3,5 x 10°. No entanto, o perfil Vac-SPME-
Arrow mostra a drea do pico para Phe préxima a 5,0 x 10° e ligeiramente ascendente aos 120
minutos. Isso indica uma taxa de transferéncia de massa significativamente mais rdpida do
analito para a fase gasosa. No entanto, a drea total do pico de Phe a 70 °C é menor do que a 50
°C, o que pode indicar uma perda de afinidade pela fase extratora, além de uma taxa de
evaporacao mais rdpida. A area de 120 minutos para Phe em extracdo regular é proxima de
3,5x10°% em Vac-SPME-Arrow a mesma 4rea de pico é atingida com apenas 15 minutos de
extracdo, proporcionando uma extracao 6 vezes mais rapida para este analito. A mesma melhora
¢ encontrada para Ace a 50 °C; atinge o equilibrio com Vac-SPME-Arrow aos 10 min de

extragcdo, enquanto em condi¢Oes atmosféricas o equilibrio ocorre aos 60 minutos.

Para tempo de extracdo acima de 60 minutos, Ace, Phe e Flu apresentam melhora relativa
entre 1,5 e 2,0. As melhorias mais altas sdo encontradas para tempos de extracao mais curtos.
Com 15 minutos, melhorias de 1,7, 2,4 e 3,1 sdo encontradas para Ace, Phe e Flu,
respectivamente. A melhoria relativa da drea do pico a 70 °C, em geral, ndo € tdo expressiva
quanto em temperaturas mais baixas de extracao, uma vez que a transferéncia de massa também
¢ melhorada para as condi¢des atmosféricas e os analitos aqui abordados, apesar de
caracteristicas semivoldteis, ainda podem ser considerados de baixa massa molar. Entretanto,
vale ressaltar que ainda hd melhora e maior sensibilidade pela evacuacio do headspace antes

da introdug@o da amostra, caso o analito apresente constante de Henry adequada.

5.4.4 Desempenho analitico do método otimizado para Vac-SPME-Arrow
e SPME-Arrow convencional

O desempenho analitico foi avaliado a 30 °C e 50 °C com 30 minutos de tempo de
extragdo. Limites de detec¢ao (LODs), limites de quantificacao (LOQs), bem como RSDs,

coeficientes de determinacdo (R?) e repetibilidade foram avaliados para vac-SPME-Arrow e
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SPME-Arrow regular. A faixa linear para SPME-Arrow em pressio atmosférica e reduzida foi
avaliada de 10000 ng L' até 40 ng L"!. A Tabela 2 mostra os valores obtidos para os valores
analiticos de mérito a 30 °C e 50 °C. A LOD foi calculada considerando a relacdo sinal-ruido
(§/N) de 3 e 0 LOQ o limiar de S/N de 10 foi considerado se os valores estivessem dentro da

faixa de linearidade do método.

Breno Jorge Pollo



119

Tabela 17: Figuras de mérito analiticas para PAHS abo usardo os néiodos Vac-SEMIEAow e SPMIEEAow regular a 30 °C1£n23)ea50 Ch=3)C
ensaios de reayperagdo foram redlizados aperas a X0 °C. A Fabaa Lin.” Convesporde a faiba linear que joi avalionia para cada PAH em cadamélodb.
Analito  Vac-SPME-Arrow Reg-SPME-Arrow
30 °C
R? LOQ (ngL') LOD(mgL') RSD(%) RR*% FaixaLin. | R? LOQ (ngL') LOD(ngL') RSD (%) Faixa Lin.
Nap 0.9996 1119 369 O 40-10000 | 0.9997 329 109 3.7 40-4000
Ace 0.9999 357 118 g/ T —— 40-10000 | 0.9997 326 108 3.4 40-4000
Phe 0.9991 572 189 77— 40-4000 | 0.9988 770 254 12.0 40-4000
Flu 0.9983 225 74 S —— 40-1000 | 0.9984 2168 716 11.2 400-10000
50 °C
Nap 0.9998 615 203 9.7 93(9)  40-10000 |0.9999 65 21 1.5 40-4000
Ace 0.9999 373 123 11.7 86(9)  40-10000 | 0.9997 341 112 2.9 40-4000
Phe 0.9999 312 103 11.3 99 (12)  40-10000 | 0.9992 537 177 4.1 40-4000
Flu 0.9988 186 61 9.5 106 (10) 40-1000 | 0.9986 716 236 8.3 40-10000

*Conoantragao 4o spike: 1000ng L.

breno Jorge Follo



120

Vac-SPME-Arrow a 30 °C apresentou coeficientes de determinagdo variando de 0,9983 a
0,9999, enquanto SPME-Arrow regular apresentou R? variando de 0,9987 a 0,9997. Ace em
Vac-SPME-Arrow apresentou um R? de 0,9999 com RSD de 7,5 %, enquanto SPME-Arrow
regular teve um coeficiente de determinacao de 0,9997 com 3,4 % RSD. Phe e Flu apresentaram
RSD significativamente menores no Vac-SPME-Arrow, passando de 12,0 e 11,2 % para 7,4 e
8,8 %, respectivamente. Essa redu¢do também € acompanhada por uma melhora na faixa de
linearidade, LODs e LOQs. A melhora do RSD € explicada por dreas de pico significativamente
mais altas mostradas para compostos com valores mais baixos de Ky, como Phe e Flu. Como
esses compostos sdo extraidos em condi¢des de ndo-equilibrio, a aplicacdo de vacuo no vial

melhora significativamente as taxas de evaporacao.

Os RSDs para extragdo a pressao reduzida a 50 °C sdo compardveis aos encontrados na
extracdo regular, com R? variando de 0,9988 a 0,9999 em Vac-SPME-Arrow e 0,9986 a 0,9999
em SPME-Arrow regular. Phe apresentou melhora significativa nos LOD e LOQ, estes ficando
cerca de 1,7 vezes menor. A melhoria mais expressiva nos limites de deteccao e quantificacao
foi encontrada para o Flu. A 50 °C o LOD e LOQ é melhorado em cerca de 4 vezes. Entretanto,
a 30 °C, a melhora € de praticamente 10 vezes, evidenciando a aplicabilidade da técnica em

condig¢des brandas e alto ganho cinético sob pressao reduzida.

As amostras de 4gua de tratamento de esgoto foram fortificadas a 1000 ng L' com todos
os 4 PAHs e a recuperagdo relativa foi calculada com 5 replicatas de extracdo Vac-SPME-
Arrow. Os valores de recuperacdo variaram de 86 a 106 % com RSD de 9 a 12 % e estdo
descritos na integra na Tabela 17. Sugere-se que o efeito de matriz seja pequeno, uma vez que
a maioria dos valores de recuperagdo para os PAHs se aproxima dos 100 %. Os RSDs sdo
consistentes com os RSDs calculados para a linearidade na mesma temperatura; portanto,

dentro da faixa esperada quando a abordagem a vacuo € empregada.

5.5 Conclusoes
O emprego da Vac-SPME-Arrow apresenta vantagens significativas sobre o SPME-Arrow

convencional. Os efeitos de melhorias mais significativos proporcionados pela reducao da
pressao no headspace foram observados em temperaturas mais baixas, com aumento de 8 vezes
nas areas de pico para compostos de baixo Ky (Phe e Flu) nas extragdes a 30 °C e 30 min. Em

temperaturas mais altas, 50 e 70 °C, a melhora geral foi menor. No entanto, essa abordagem
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deve ser considerada quando os valores de mérito analitico exigem LOD e LOQ mais baixos,

por exemplo.

O método Vac-SPME-Arrow desenvolvido foi aplicado a amostras de dguas provenientes
de uma estacdo de tratamento de esgoto local. Nap, Ace, Phe e Flu foram analisados
quantitativamente e apresentam LODs, LOQs e faixa de linearidade melhores ou comparaveis
quando comparados ao SPME-Arrow convencional, exceto para o Nap que apresentou LODs e
LOQs significativamente maiores com a utilizagdo de vacuo na extracdo. As razdes para tal
ainda sdo desconhecidas, mas pode-se sugerir pequenas variagdes na pressao dentro do vial que

levam a uma grande flutuagdo nas areas de pico para os compostos muito volateis.

Como demonstrado, o vicuo € uma opg¢ao vidvel e de facil implementacdo para extragao
de compostos semi-volateis em condi¢cdes amenas. A melhoria na faixa de linearidade, LODs e
LOQs, mostra a clara vantagem de seu emprego na determinacio de PAHs em amostras
aquosas. No entanto, o ganho significativo de sensibilidade pode ser aplicado ndo apenas aos
PAHs, mas estendido a compostos volateis em geral e outras matrizes, uma vez que a evacuagao
do headspace proporciona melhores resultados em condi¢cbes amenas e pode permitir a

detectabilidade de compostos nio extraidos sob pressdo atmosférica.
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