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I ABSTRACT - I

The present work reports the study of biomarkers from oil samples
recovered from Fazenda Belem oil field, in the northwestem part of the
Potiguar basin, which constitutes the second highest oil producing basin in
Brazil. The studied oils (four different wells) are pooled in sandstone
" reservoir of the Agu formation deposited from the Albian to Cenomanian and
sourced by shales and marls of the Galinhos members and Ponta do
Tubaréo beds of the alagamar formation. The geochemical characteristics of
these oils allow their classification as marine evaporitic oil type. The neutral
and acidic fractions were studied and all four oil sampies showed almost the
same biomarker composition. GC and GC/MS analysis clearly evidenced
that the oils were biodegraded and suggested that the total lack of n-alkanes
and isoprenoids compounds are due to extensive bacteria degradation.

The reanalysis of the neutral fraction (preliminary analysis was carried
out by SEGEQ / CENPES / PETROBRAS lead us to the identification of
several biomarkers not previously detected including eighth byciclic terpanes
from drimane group, four tetracyclic diterpanes and new additions to the
homohopane hydrocarbons serie. We detected a whole series of 3-
alkylsteranes (C4 to Cg) belonging to the cholestane, ergostane and
stigmastane groups. These compounds of 3p(alkyl)5a(H) configuration
constitute a new class of biomarkers. In this work we identified, for the first
time, a whole series of 3-alkylsteranes with 3a(alkyl)5p(H) stereochemistry.
The identification of 3-alkyisteranes for both 3B(alkyl)5a(H) and
3a(alkyl)58(H) was confirmed by coinjection with standard compounds.

The analyses were carried out by GC/MS with methyl esther,
hydrocarbons and deutereted hydrocarbon derivatives of the acidic fraction .
Linear acids, hopanoic acids and steranoic acids were identified
corresponding to usual hydrocarbons biomarkers. Neverthless the major
contribution was the identification of the whole series of 3-alkyisteranoic
acids of the cholestane, ergostane and stigmastane with both 3p(alkyl)Sa(H)
and 3a(alkyl)S5p(H) stereochemistry.

With the purpose of structure confirmation, 10 blomarkers were
synthetized: Sa(H)-cholest-3p-yl-acetic methyl ester, 5p(H)-cholest-3a-yi-
acetic methyl ester; The 3p-alkyl-Sa(H)-cholestane (C; to C,) and 3a—alkyi-
S5p(H)-cholestane (C; to C,) . Six of these were synthesized for the first time
and all of them were identified as biomarkers presents in the studied oils of
Fazenda Belem field.

iv



| RESUMDO \ I

Este trabalho relata o estudo de biomarcadores de dleos recuperados
do campo de Fazenda Belém, situado a noroeste da bacia Potiguar, que se
constitui na segunda maior bacia produtora de 6lec do Brasil. Os 6ieos
estudados (quatro pogos) encontram-se em arenitos da formacgdo agu
depositados do periodo Albiano a0 Cenomaniano e originaram-se
essenciaimente a partir dos folhelhos e margas do membro Galinhos e das
camadas Ponta do Tubardo da formacédo Alagamar . As caracteristicas
geoquimicas destes oOleos perm:tem a sua classificacd0 como marinho
evaporitico.

Foram analisadas as fragdes neutras e acidas, sendo que as quatro
amosiras apresentaram praticamente a mesma composicdo de
biomarcadores. As analises por CG e CG-EM evidenciaram a auséncia de
compostos lineares, confirmando assim o elevado estagio de biodegradacgéo
destes Oleos devido a intensa degradgio bacteriana. Tal fato se deve a
percolacdo de aguas meteéricas nos reservatérios rasos que, carreando
oxigénio e nutrientes, compdem as acumulagdes de hidrocarbonetos do
Campo de Fazenda Belem,

A reandlise da fracdo neutra (a andlise preliminar foi feita pelo
SEGEQ / CENPES / PETROBRAS) pemitiu a identificacio de vérios
biomarcadores que néo tinham sido detectados anteriormente, incluindo oito
terpanos biciclicos do grupo drimano, quatro diterpanos tetraciclicos e novas
adicdes a série dos hidrocarbonetos homohopanos. Também foram
detectadas as séries de 3-alquil esteranos (C, a Ce) pertencentes aos
grupos colestano, ergostano e estlgmastano Estes compostos de
configuracéo 3p(alquil)da(H) constituem wuma nova classe de
biomarcadores. Neste trabalho foram identificados, pela primeira vez, uma
série de 3-alquil esteranos com estereoquimica 3a(alquil)5p(H). A
identificacdo dos  3-alquil esteranos com ambas as configuragdes,
3p(alquil)Sa(H) e 3a(alquil)5B(H), foi confirmada por coinjegdo com
compostos padrdes. _

Foram realizadas andlises por CG-EM dos ésteres metilicos,
hidrocarbonetos e hidrocarbonetos deuterados derivados dos 4cidos. Foram
identificados &cidos lineares, acidos hopanéicos e &cidos esterandicos
correspondentes aos hidrocarbonetos biomarcadores conhecidos. Contudo,
a maior contribuicdo foi a identificacdo da série de a&cidos 3-alquil
esteranbicos derivados de colestano, ergostano e estigmastano, com

‘estereoquimica 3p(alquil)Sa(H) e 3a(alquil)5p(H).



Resumo

Para a confimacdo das estruturas propostas, foram sintetizados 10
biomarcadores: o 5a(H)-colesta-3p-il acetato de metila, o 5p(H)-colesta-3a-il
- acetato de metila; os 3p-alquil-5a(H)-colestanos (Cy a C,) e 3a-alquil-
5B(H)-colestanos (C, a C,). Seia destes compostos foram sintetizados pela

primeira vez e todos foram identificados como biomarcadores presentes
nos 6leos estudados do Campo de Fazenda Belém.



| SUMARIO : ' I

Agradecimentos N

Abreviaturas e simbolos ii
Abstract | iv
~Resumo Vv
l. Introducdo Geral 01
1. Apresentacio das Amostras e Tratamento Analitico 03
1.1. A Bacia Potiguar e seus oleos 03
1.2 Tratamento das amostras 06
lil. Estudo de Biomarcadores Neutros 10
it.1. Introducéo 10
Ii1.1.1. Comentarios Gerais 10
I11.1.2.1. Alcanos lineares 10
IIl.1.2.2. Alcanos Ramificados 11
I11.1.2.3. Terpanos biciclicos ‘ 12
I11.1.2.4. Terpanos triciclicos 13
II1.1.2.5. Terpanos tetraciclicos 14
I11.1.2.6.. Terpanos pentaciclicos 15
I11.1.2.7.. Esteranos , 20
Ill.1.2.8.. Diasteranos 23
111.1.2.9. Alquil-esteranos 24

I11.1.3. Aplicagcéo de biomarcadores saturados em parametros
de correlagdo, de fonte e ambiente deposicional, de
maturacéo, de migracéo e de biodegradacgéo

1.1.3.1. Correlagéo 26
111.1.3.2. Paleoecologia 27
111.1.3.3. Maturagéo | 27



Sumério

11.1.3.4. Migrac¢éo

- 111.1.3.5. Biodegradacéo

I.2.

1.3.

l.1.4. Parém'etl.'os mais utilizados como indicadores
geoquimicos

Discusséo

Ii1.2.1. Biciclicos

l11.2.2. Diterpanos tetraciclicos

11.2.3. Terpanos triciclicos e pantaciclicos

111.2.4. Esteranos e Diasteranos

11.2.5. 3-Alquil-esteranos

Conclusdes

IV. Estudo de Biomarcadores Acidos

V.1,

V.2.

Iv.3.

Introducdo

IV.1.1. Comentarios gerais

IV.1.2. Acidos graxos

IV.1.3. Acidos isoprendides aciclicos

IV.1.4. Acidos mono- biciclicos

IV.1.5. Acidos terpanéicos tri- e pentaciclicos
IV.1.8. Acidos esteranéicos

Discussédo

IV.2.1. Consideragbes gerais

IV.2.2. Acidos graxos

IV.2.3. Acidos biciclicos

IV.2.4. Acidos terpandicos tetraciclicos

IV.2.5. Acidos terpandicos triciclicospentaciclicos
IV.2.6. Acidos esteranéicos

IV.2.7. Acidos alquil-esteranéicos

Conclusdes

28

28

28

32
35
37

& & 8

51

52
52
52
52

55
55
57

838

61
62
62
72
74

85



Sumério

V. Sintese de Alquil Esteranos
 V.1. Introdugéo
V.2. Ohtencéo de colesta-4en-ona
V.3. Obtencao de 5p(H)-colestan-3-ona
V.4. Caracterizacfo da 5p(H)-colestan-3-ona
V.5. Padrdes de hidrocarbonetos da série CIS
V.6. Padrdes de hidrocarbonetos da série TRANS
V.7. Discusséo dos espectros de massas dos padries
V.8. Padrbes de ésteres
V.9. Conclusdes

VI. Concluséo Geral

VIi. Experimental
VIL.1. Equipamentos e Reagentes
Vil.1.1. Equipamentos
VIl.1.2. Reagentes e soiventes

Vil.2. Obtencéo e Derivatizacfo das Fragdes de Petrleo
VIl.1.1. Obtengéo da fragcdo HAL
VIl.1.2. Obtengdo da fragdo NAF
VIL.1.3. Obtengdo das fragbes EMA, HHA e HDA
VI1.1.3.1. Esterificacéo dos acidos
VII.1.3.2. Redugéo dos ésteres
VII.1.3.3. Mesilagdo dos alcoois
VIil.1.3.4. Redugio com LiALH, e LIAID,

VIi1.3. Preparagao de Padrdes
ViIL.3.1. Oxidacéo de colesterol a 4-colesten-3-ona
Vil.3.2. Reducgéo de 4-colesten-3-ona
VIl.3.3. Preparacio da série de padrGes S5p(H)
' VI1.3.3.1. Preparagéo de 3a -metil-5p(H)-colestano

86
86
87
88

888N

102
104

107

108
108
108
110

111
111
111
113
113
114
115
115

116
116
117
118
118



- Sumdrio

VII.3.3.2. Preparagdo de 3a -etil-58(H)-colestano 118
VI1.3.3.3. Preparagéo de 3« -propil-58(H)-colestano 120
VI1.3.3.4. Preparagéo de 3a -butil-58(H)-colestano 121

VII.3.3.1. Preparagéo do [5p(H)-colest-3a-il]-acetato de Metila 122
VIl.3.4. Preparagéo da série de padrdes 5a(H) 123
VII.3.3.1. Preparacéo de 3p-metil-Sa(H)-colestano 123
VI1.3.3.2. Preparacéo de 38 -etil-5a(H)-colestano 123
VII.3.3.3. Preparagéio de 3p -propil-5a(H)-colestano 124
VI1.3.3.4. Preparacéo de 3p -butil-5a(H)-colestano 124

V11.3.3.1. Preparagéo do [5a(H)-colest-3p-il]-acetato de Metila 125

Viii. Referéncias Bibliograficas ‘ 127
IX. Apéndice A: Espectros de Padrdes 137
IX.1. Espectros de Massas 137
IX.2. Espectros de 'RMN 146
IX.3. Espectros de *RMN 155
IX.4. Espectros de °"RMN, DEPT-135 e DEPT-90 164

X. Apéndice B: Espectros de massas dos picos listados nas tabelas
2,3,913e15 173
X.1. Terpanos biciclicos (tabela 2) 173
X.2. Terpanos tetraciclicos (tabeia 3) 175
X.3. Alquil esteranos (tabela 9) ' 176

X.4. Hidrocarbonetos derivados de &cidos hopanéicos (tab.13) 182
X.4. Hidrocarbonetos derivados de 4c. alquil esteranéicos (tab.15) 188



I. INTRODUCAO GERAL




|I. INTRODUGAO GERAL . I

O petroleo é uma mistura complexa de compostos organicos de
estruturas bem variadas (Tissot e Welte, 1984) e que inclui desde gases até
polimeros. Dentre estes compostos destacam-se os biomarcadores
- (marcadores biolégicos ou fésseis quimicos) que sdo compostos orgénicos
encontrados ndo somente em petréleo, mas também, em sedimentos e
rochas e cujas estruturas moleculares podem ser cormrelacionadas a
conhecidos produtos naturais, originérios, principaimente, de planctons,
bactérias e vegetais superiores, dos quais, propbde-se derivar como
resutado de transformacgdes provocadas por processos biol6gicos e
termoquimicos que, no .entanto, preservam seus esqueletos carbdnicos
basicos (Philp, 1985; Mello, 1988; Peters e Moldowan, 1993), como pode
ser visto no exemplo classico mostrado abaixo:

] w,
I|.l|.
’

" DIAGENESE
_—

1 Colesta-5-eno-3-g-0l 2 Sa(H)}-Colestano

Figura 1: Exemplo cléssico de correlagdo biomarcador (2)/ precursor (1)

Os biomarcadores distribuem-se por diversas classes de compostos
~ organicos, incluindo os hidrocarbonetos saturados, insaturados e
aromaticos; compostos oxigenados, tais como acidos carboxilicos, alcoois e
- cetonas; bem como compostos nitrogenados e sulfurados (Scofield, 1990).

O estudo de biomarcadores tem sido de importéncia primordial para o
desenvolvimento da indastria petrolifera mundial, uma vez que vem
fomecendo importantes subsidios para diversos setores dessa industria,
onde se inclui o trabalho de prospecg&o de petroleo.



introdu¢do Geral

, O perfil de distribuicdo destes compostos em uma amostra de 6ieo,
rocha ou sedimento, levando-se em conta aspectos como:. ocormréncia,
- concentrag&o, abundancia relativa e, inclusive, variagdes na estereoquimica
de determinados compostos, serve como uma espécie de “impressdo
digital" da amostra, fomecendo informagfes acerca da sua origem, ambiente
deposicional, estagio de maturacio e de biodegradacdo, etc e pode ser
utilizado, por exemplo, para se fazer comrelacdo entre amostras de 6leos ou
entre amostras de 6leo e rocha geradora (Philp, 1985)-

No Instituto de Quimica da UNICAMP esta se consolidando um grupo

de pesquisa na area de "geoquimica orgénica”. Este grupo esté centrando
seus trabalhos no estudo de biomarcadores acidos em o6leos de bacias
sedimentares brasileiras.

A opcéo pelo enfoque nos biomarcadores acidos se deu pelo fato de
que estes compostos s&o relativamente pouco estudados, quando
comparados com os biomarcadores neutros e, também, porque os trabalhos
ja publicados (Cooper e Bray, 1963; Douglas et al., 1966; Seifert, 1975; Jafé
e Gallardo,1993) sinalizam para a grande potencialidade que esta classe de
biomarcadores tem no sentido de fomecer importantes informacgdes
adicionais acerca da "histéria" geoquimica e geoldgica de um O6leo ou
sedimento.

Neste trabalho, especificamente, foi feito um estudo sobre a
ocorréncia de biomarcadores neutros saturados (hidrocarbonetos
saturados) e de blomarcadores acldos (acidos nafténicos), com maior
énfase nestes Ultimos, em o6leos do campo Fazenda Belém da bacia
Potiguar. Os 6leos deste campo sé@c biodegradados, praticamente néo
contém hidrocarbonetos lineares e ramificados e, por outro lado, s8o ricos
em biomarcadores ciclicos. Associado a isso apresentam um elevado indice
de acidez. Estas caracteristicas tomam estes Oleos adequados para o
estudo de biomarcadores acidos, especialmente, daqueles compostos com
estruturas mais complexas, que contém um maior numero de centros
quirais, apresentando portanto, um maior potencial no sentldo de fomecer
um maior volume de informagdes.

As técnicas utilizadas na deteccédo e identificagdo desses compostos
foram a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM).
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|II. DESCRIGiO DAS AMOSTRAS E TRATAMENTO ANALITICO : I

Para a realizacio deste trabalho, foram utilizadas quatro amostras de
petr6leo, as quais serdo identificadas aqui como A, B, C, D. Estas amostras
~ foram coletadas de diferentes pogos do campo Fazenda Belém, da Bacia

Potiguar e a seqiiéncia de letras corresponde a ordem crescente de
profundidade dos reservatérios de onde estes 6leos foram retirados.

ii.1. A Bacia Potiguar e seus éleos

A Bacia Potiguar (figura 2) se estende peio litoral dos estados do Rio
Grande do Norte e Ceara, ocupando uma érea de 48000 km2, dos quais,
21500 km?2 séo no continente ("on shore"). Estruturaimente é constituida por
um "graben" eocretidceo que foi soterrado por sedimento do Cretaceo e
Terciario. E uma bacia tipo "rift" formada em resposta & separagdo das
plataformas da América do Sui e Africa (Santos Neto et al.,1990). Os dleos
acumulados nesta bacia apresentam caracteristicas geoquimicas variadas
em decorréncia da matéria orgénica preservada nos diferentes ambientes
deposicionais. Os geradores destes oleos foram identificados como pelitos
das formacdes Alagamar e Pendéncia (Santos Neto et al.,1990; Trindade,
1992; Trindade et al., 1992) Na formag8o Pendéncia estdo incluidos os
sedimentos depositados durante o neocomiano, correspondendo ao estagio
tect6nico "rift" com ambiente deposional lacustre; enquanto que na formacéo
Alagamar temos os sedimetos depositados no estagio transicional de idade
aptiana, correspondendo a um ambiente marinho restrito (Santos Neto et
al.,1990; figura 3).

Os oleos gerados na formagéo Alagamar apresentam uma grande
variagdo na sua evolucdo térmica e dependendo da localiza¢do na bacia
podem estar relacionados desde a um estagio prematuro de evolugéo
térmica (R, equivalente em tormo de 0,55%; Santos Neto et al 1990) até a
fase principal de geracédo (R, equivalente de 0,85%), enquanto os 6leos
gerados pela formagdo Pendéncia apresentam-se muito evoluidos
termicamente.

Os Oleos gerados pela formagao Alagamar, onde se incluem os dleos
do campo Fazenda Belém, podem ser divididos em dois grupos: os
marinhos-evaporiticos, gerados pelos folhelhos € margas das camadas
Ponta do Tubardo e Membro Galinhos e os mistos, resultantes da mistura
dos primeiros com 6leos gerados a partir de folhelhos lacustres de agua



Descrigio das amostras e tratamento analitico

doce, do membro Upanema ou da formagéo Pendéncia (Santos Neto et
al.,1990).

Os oleos pertencentes ao grupo dos marinhos-evaporiticos,
apresentam como caracteristicas, uma porcentagem de hidrocarbonetos
saturados em tormno de 55%, um teor de enxofre considerado elevado para
os 6leos brasileiros (>0,5%) e valores de & 13C maior que -26,6%c. O perfil
de biomarcadores também €& muito peculiar, destacando-se, enire os
terpanos: uma elevada proporgéo de gamacerano em relagéo ao hopano, a
presencga de bisnorhopano, uma baixa razéo entre os homohopanos em Ca,
e Cais e a predominancia de T, (28, 29, 30- trisnorhopano) sobre Tg (22,
29,30- trisnomeohopano); e entre os esteranos regulares: a predominancia
de epimeros em C,; sobre C,g e Co9 € a ocorréncia em baixa proporgéo
relativa dos esteranos mais leves (Trindade et al. 1992)

_ O fendmeno de biodegradacgéo é comumente observado nos 6leos de
origem marinho-evaporitica e nos 6leos mistos. O nivel de biodegradacéo
pode variar, desde estagios incipientes, onde se observa apenas um
decréscimo relativo dos alcanos normais em relacdo aos ciclicos, até
estagios bem avangados, onde se nota a eliminagéo quase completa destes
alcanos e o aparecimento de hopanos desmetilados (Mello, 1988)

: Os oOleos de fazenda Belém estdo acumulados em arenitos da

formagsio Acu (Souto Filho, 1994) e sdo dleos de origem marinho-
evaporitica. Na tabela 1, abaixo, sdo apresentadas algumas caracteristicas
das amostras utilizadas neste trabalho. ‘

TABELA 1: Caracteristicas de amostras de oOleos coletados em
diferentes pogos do campo Fazenda Belém - Bacia Potiguar (*)

amostra | profundidade | idadedo | AP | % S | % 15C | % Sat. | % Arom. | DH/NH
do reservatorio
reservatono
A 7Emia2’m | Albiano | 14,2 - | 2573 | 3161 | 21,80 1,00
B 333m/345m | Albiano | 14,8 | 0,02 | -2598 | 37.87 | 19,59 | 0,71
c 354m/402m | Albiano 1081 | -2611| 3806 | 2280 | 067
D 363m/30am | Albianc | 149 | 0,89 | -26,05 | 37,31 | 1866 | 062

(*) Dados fomecidos pelo SEGEQ/CENPES/PETROBRAS
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II.2. Tratamento das amostras de 6leos estudados

/ f
As amostras foram tratadas de acordo com Trifiliet (1987), de forma
a obter as fragdes de "hidrocarbonetos alifaticos” (HAL) e "acidos
nafténicos” (NAF). As fracbes HAL foram obtidas, tratando-se as amostras
de 6leo segundo o fluxograma 1, mostrado em seguida.

FLUXOGRAMA 1
PETROLEO
Coluna de silica gel
com cobre coloidal
HIDROCARBONETOS N
ALIFATICOS (HAL) Arométicos Polares

As fracbes NAF foram obtidas, tratando-se os dleos segundo o
fluxograma 2. Estas fragdes foram, posteriormente, tratadas conforme o
fluxograma 3, a fim de que fossem obtidos os seguintes derivados: ésteres
metilicos (EMA), hidrocarbonetos (HHA) e hidrocarbonetos deuterados
(HDA) -

FLUXOGRAMA 2

PETROLEO
Coluna de silica gel
com KOH
N&o Acidos ACIDOS NAFTENICOS

(NAF)
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FLUXOGRAMA 3

ACIDOS NAFTENICOS (NAF)
Diazometano
B
ESTERES
Y
* l V ) l fl
Esteres F1 ESTERES F2 (EMA) Esteres F3
LiAIH,
o
ALCOOIS
Cohma de silica gel
, l Y .
Alcoois F1 Akoois F2 ALCOOIS F3
MsCl/ Et;N
Y
MESILADO
Coluna de silica gel
MESILADO F1 Mesilado F2
J LiAH, _ 1 LiAID,
HIDROC ARBONETOS HIDROCARBONETOS

(HHA) DEUTERADOS (HDA)
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As fragcdes HAL, EMA, HHA e HDA, de cada amostra de dleo, foram
analisadas por cromatografia gasosa (CG) e por cromatografia gasosa
- acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

As analises por CG-EM, foram realizadas através de dois distintos
modos de aquisicdo de dados: o SCAN e o SIM (de Single lon Monitoring).
O modo SCAN corresponde a aquisicao de dados por varredura de todos os
fons produzidos, dentro de uma faixa de massas (m/z) pré-determinada,
enquanto que o SIM é o0 modo onde s&o adquiridos os dados referentes a
grupos de ions previamente selecionados, caracterisiticos. da classe ou
classes de biomarcadores que se deseja monitorar. Assim, o modo de
aquisicdo SCAN ¢ mais geral e leva a um resultado mais representativo da
amostra analisada; no entanto, oferece a desvantagem de apresemar
problemas de co-eluicdo e background mais acentuados. O modo SIM
além de minimizar estes probiemas, uma vez que, através dele, temos o
registro somente dos ions pré-selecionados, "concenira” a amostra em
relacéo a estes ions, pois aumenta a sensibilidade de deteccdo. O sucesso
no emprego deste modo de aquisicdo, no entanto, depende da
representatividade dos ions selecionados para aquisicdo e da concordancia
entre os tempos programados para os diversos grupos de ions a serem
monitorados e o0s tempos em que, os compostos que se busca detectar,
eluem da coluna.

O registro obtido em ambos os modos de aquisicdo é chamado de
corrente iGnica total (TIC, de tota/ ion cumenf) ou cromatograma
reconstruido a partir dos ions (RIC, de reconstructed ion chromatogram) e
trata-se de um grafico do somatério das abundancias dos ions adquiridos
em determinado momento (eixo y) versus tempo (eixo x). Isto equivale a um
cromatograma reconstituido a partir do reagrupamento dos ions resuitantes
da fragmentagdo do componente (ou componentes) que elui em
determinado momento. O TIC, ou RIC, obtido através do modo de aquisicdo
SCAN é muito semeihante ao cromatograma obtido em CG, nas mesmas
condicbes, utilizando um detetor tipo DIC (detetor de ioniza¢do de chama).

Devido a complexidade do "cromatograma" correspondente ao TIC, a
pesquisa das diversas classes de biomarcadores é feita, geralmente, a partir
da andlise de “cromatogramas” de determinados ions, chamados de
fragmentograma ou RIC de um ion especifico (por exemplo, RIC m/z 191).
Ele & obtido a partir do TIC, através de um recurso chamado extract ion
chromatogram, e corresponde a uma parcela da corrente idnica total,
apresentando o registro, apenas, das abundéancias de um determinado ion
em funcdo do tempo de eluicdo. Por conseguinte, registra somente os
compostos que contém, em seus espectros de massas, aquele ion
selecionado. Em geral, a pesquisa de uma classe de biomarcadores & feita
através da andlise do RIC do ion correspondente ao pico-base desses
compostos. Este recurso tem a vantagem de "limpar” o TIC, reduzindo os
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problemas de co-elui;:éo e background, enriquecendo-0 quanto aos
compostos que contém o ion selecionado.
Os equipamentos utilizados nas analises por CG e CG-EM, estso

descritos na parte experimental (segéo Vil.1.1., pag. 104).
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11 ESTUDO DE CONSTITUINTES NEUTROS SATURADOS

l1. INTRODUGAO

il.1.1. Comentarios Gerais

Os hidrocarbonetos saturados podem ser diretamente analisados por
CG e CG-EM, sem necessidade de derivatizacdo. Dentre eles sé&o
encontrados 0s biomarcadores mais utilizados ultimamente na geoquimica
do petréleo e, portanto, aqueles sobre os quais se gerou um maior volume
de conhecimentos. Como conseqiiéncia, esses compostos estdo envoividos
na maioria dos parametros utilizados como indicadores de correlagdo, de
fonte, ambientes deposicionais, de maturacdo, de migracdo e de
biodegradagdo de amostras geoldgicas. Entre eles, encontramos: o0s
alcanos lineares; os alcanos ramificados, constituidos principaimente de
isoprendides, os terpanos policilicos e os esteranos.

I11.1.1. Alcanos lineares

S&o os hidrocarbonetos geralmente mais abundantes nas amostras
geologicas. Eles ocorrem numa grande variedade de plantas e outros
organismos, juntamente com outros compostos insaturados e/ou oxigenados
de cadeia ndo ramificada, que podem ser reduzidos durante a deposicéo e
diagénese da matéria orgénica. Sdo também de facil deteccdo e sua
distribuicdo na amostra fomece importantes informag¢des acerca da origem e
do estado de evolugdo térmica da matéria precursora. Por exemplo: a
abundancia de n-alcanos na faixa de C25-C35 com predomindncia de
compostos com numero impar de carbonos sobre aqueles com namero par,
¢ indicativo de contribuicdo de plantas terrestres superiores na formacéao da
amostra, enquanto que a abundancia na faixa C4g-C24, com pouca ou
nenhuma predominancia de compostos com numero impar de carbonos,
sugere a contribuicdo de bactérias e algas marinhas € indicativo de
ambiente marinho (Tissot e Welt, 1984).

Os n-alcanos sdo facilmente detectados por CG e, quando
abundantes, so responsaveis peio perfil cromatografico do 6leo. Em CG-
EM, eles podem ser monitorado através do RIC m/z 85. Seus espectros de
'~ massas apresentam como caracteristica a ocorréncia de grupos de picos
espacados de 14 unidades de massa (correspondendo a acréscimos de
CH»), onde os picos correspondentes as espécies CpHopn+1 $80 os mais
abundantes. Em um grupo de ions relativos a espécies homodlogas as
abundéncias diminuem gradualmente com o aumento das massas
(Budzikiewicz et al., 1965) e assim, de um modo geral, esses compostos
gpresentam ions moleculares pouco abundantes.

10
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3 n-hexadecano

Nos processos de biodegradacéo sdo estes, os primeiros compostos
a serem consumidos pelas bactérias.

lil.1.1.2. Alcanos ramificados

S&o constituidos principalmente de isoprenoides regulares, dentre os
quais se destacam o fitano (Cop), S e o pristano (C1g), 6. Estes dois
compostos estdo largamente distribuidos na -geosfera e derivam,
principaimente, da cadeia lateral fitil da clorofila presente em organismos
fototréficos (Peters e Moldowan, 1993), podendo também derivarem de
tocoferdis, que s&o encontrados numa grande variedade de organismos,
onde se incluem algas, cianobactérias e plantas superiores (Milies, 1988).
Em sedimentos sob condigcbes anéxicas, a cadeia lateral fitii é clivada
produzindo fitol que é reduzido a diidrofitol e entdo fitano. Sob condicdes
oxicas, o fitol & oxidado a &cido fiténico que por descarboxilagdo gera
pristeno e, entdo, por reducdo chega a pristano. A abundancia relativa
pristano/fitano (P/F), portanto, € um importante dado para a caracterizacio
de ambiente deposicional de uma amostra (Mello et al. 1988; ten Haven et
al. 1987), sendo muito utilizada e considerada como ferramenta importante
no estudo de correla¢do 6leo/6leo e 6leo/rocha geradora.

)\/\)\/\/I\/\/K/ CH,OH
.f‘ )

4 Fitol

fedl&éol l oxidacao, |

descarboxilacéo

5 Fitano 6 Pristano

Figura 4 . Obtencéao de fitano e pristano a partir de fitol

11
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Outros isoprenoides aciclicos regulares, de cadeia curta (C14-C16 €
C18) e de cadeia longa (a partir de C45), tém sido encontrados em amostras
geolégicas. Em adi¢do a estes, isoprenoides aciclicos com jungdo cabeca-
cabeca (Moldowan e Seifert, 1979) e cauda-cauda (Brassel et al., 1981),
também ocorrem e entre eles incluem-se: o0 2,6,10,15,19-pentametileicosano
- (C25), o esqualano (C3p), 7 e o licopano (C4p), que sdo indicadores de
atividade de bactérias halofilicas no sedimento (Mello, 1988; Waples et al,
1974).

{ Esqualano (destacando a jungdo cauda-cauda)

~ Os isoprenoides podem ser monitorados, em CG-EM, através do ion
m/z 183. Seus espectros diferenciam-se dos espectros dos alcanos lineares
pelo fato de apresentarem quebras na diminuicdo gradual das abundancias
dos picos em fun¢éo do aumento de massa (Budzikiewicz et al., 1965) , visto
que, alguns picos relativos a formacdo de espécies mais estaveis (ions
. secundarios ou tercearios), formados a partir da ruptura de ligagéo junto as
ramificagbes, apresentam uma maior abundéncia, independente de suas
massas.

Estes compbstos s&o consumidos logo apds os alcanos normais, nos
processos de biodegradacao.

lil.1.1.3. Terpanos biciclicos

Em relac&o aos triciclicos e pentaciclicos, estes compostos tém sido
pouco explorados como biomarcadores (Philp et al.,, 1981; Richardson e
Miller, 1982; Alexander et al, 1983 e 1984). Dentre eles, no entanto,

~ destacam-se os drimanos, 8, eudesmanos, 9 e cadinanos, 10. Os

drimanos estdo presentes nas amostras geoldgicas em geral, inclusive
-aquelas datadas desde o periodo cambriano, o que descarta a possibilidade
de terem sua origem ligada a vegetais superiores. Eles tém origem
microbiana (Weston et al., 1989) ou podem resultar da biodegradacdo de
~ hopanos. Os eudesmanos e cadinanos néo séo constituintes comuns em
- bleos, eles s&o originarios de vegetais superiores e quando presentes em
uma amostra s&o indicadores inequivocos da contribuicdo destes
organismos (Alexander et al, 1983).

12
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[X2LIT]

8 8p(H)-Drimano 9 4p(H)-Eudesmano 10 4o(H)-Cadinano

Os compostos biciclicos sdo monitorados em CG-EM através do ion
m/z 123 que, para os drimanos, corresponde ao pico-base. Seus espectros
de massas apresentam como caracteristicas, além do ion m/z 123, os ions
correspondentes ao ion molecular, M*, de m/z igual a 14n-2 (onde n
comresponde ao numero de carbonos do composto) e o ion correspondente a
perda de metila (M-15).

1Il.1.1.4 Terpanos triciclicos

Constituem uma classe de compostos vastamente distribuidos em
6leos e sedimentos, desempenhando portanto um importante papel no
estudo de petréleo (Heissler et al., 1984; Aquino Neto et al., 1986; Chicarelli
et al., 1988).

Muitos dleos crus e extratos de rochas geradoras contém uma série
- homdloga de triciclicos tipo quelilantano, 11, na faixa de C1g a C45 e até
mais, com uma maior abundancia dos homologos até Cog. Eles ocorrem
predominantemente com configuragdo 13p(H),14a(H) e, a partir do Cos,
como uma mistura de diastereoisdmeros, 22R e 22S (Aquino Neto et al,,
1982; Moidowan et al., 1983). Numa série de quarenta 6ieos estudados por
Aquino Neto et al (1981), estes compostos estavam presentes em todas as
amostras, exceto aquelas derivadas de fonte terrestre, o que sugere gque
estes compostos devem ter origem microbiana ou de algas. Um precursor
proposto para estes compostos € o triciclohexaprenol que é formado a partir
de um constituinte ceiular universal, o hexaprenol (Ourisson et al, 1982,
Aquino Neto et al. 1981, 1982).

13
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11 138(H)14a(H)-Queilantano

Os espectros de massas desses compostos apresentam, além do ion

-molecular, M*, de m/z igual a 14n-4 (onde n corresponde ao numero de

carbonos) € do ion correspondente a perda de metila (M-15), um fragmento
caracteristico e pico-base do espectro de massas, correspondente ao ion
m/z 191. E através deste ion que se faz o monitoramento dos terpanos
triciclicos nas analises por CG-EM.

1l.1.1.5. Terpanos tetraciclicos

Esses compostos constituem um outro grupo de compostos também
encontrados em 6leos e extratos de rocha (Trendel et al., 1982; Schimitter et

- al.,, 1982; Noble et al., 1985¢) . Eles formam uma série mais restrita que a
-dos ftriciclicos, tendo como componentes mais comuns aqueies

correspondentes a faixa que vai de Ca4 a Ca7. Eles tém sido propostos
como produtos da degradacdo de hopanos (Livsey et al., 1984). Nas
anélises por CG-EM, estes compostos também s&o monitorados através do
ion m/z 191, que é o pico-base em seus espectros de massas.

Ha entre os tetraciclicos, um grupo de compostos de ocorréncia ainda
mais limitada que s&o os diterpanos com esqueletos muito semelhantes, tipo
ent-beierano, fllociadano e ent-kaurano, 13, cuja origem é restrita a
vegetais superiores (Noble et al. 1985b e 1985¢). A ocomréncia desses
compostos em amostras geoldgicas € indicativa da contribuicdo de matéria

- organica de origem terrestre na formagéo do sedimento. Estes tetraciclicos

apresentam como pico-base o0 ion m/z 123 e apresentam ainda, como

~caracteristica de seus espectros de massas, a presenca dos ions m/z 274

correspondente ao proprio ion molecular e m/z 259 correspondente a perda
de metila (M-15). Nas analises por CG-EM esses compostos sdo
monitorados pela pesquisa conjunta desses dois ions, uma vez que o ion

Mz 123 é o pico-base, também, dos biciclicos (Alexander et al., 1983).

14
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s,
‘r

12 8,14-Secohopano 13 ent-Kaurano

111.1.1.6. Terpanos pentaciclicos

Constituem, certamente, a classe de biomarcadores mais estudada-e
utilizada, dentre os biomarcadores ciclicos (Noble et:al., 1985a; Zhuseng et
al.; Bakarat e Yen, 1990; Ourisson e Albrecht, 1992; Qurisson e Rhomer,
1992). A existéncia de um grande nimero de centros quirais em suas
moléculas confere a estes compostos uma grande potencialidade para
formarem derivados com diferentes estereoquimicas, cujas abundancias
relativas podem ser utilizadas como pardmetros indicativos de ambiente
deposicional efou de estagio de maturagéo e/ou nivel de biodegradacgao.

Nesta classe encontram-se os compostos hopandides e os ndo-
hopandides. Entre os néo-hopantides destacam-se 0 gamacerano, 14 € o
oleanano, 15. O gamacerano tem sido encontrado em muitos Gleos e
sedimentos e, quando presente em alta abundancia, refletem ambiente
deposicional hipersalino (Seifert e Moldowan, 1981; Yan et al., 1982) J& o
oleanano tem ocoméncia restrita, aparecendo preferencialmente com
configurag@o 18a(H). Ele se origina de plantas terrestres superiores, sendo
encontrado, portanto, somente em amostras datadas do cretaceo ou mais
recentes (Ekweozor e Teinaes 1990).

15
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14 Gamacerano 15 18a(H)-Oleanano

O hopano e demais pentaciclicos hopanéides, 16, se encontram
vastamente distribuidos em amostras geoquimicas, inclusive naquelas
submetidas a processos de biodegradagéo. Eles constituem um dos grupos
de biomarcadores mais ulilizados na caracterizagio de petrdleo e
sedimentos. Ourisson et al.(1979), mencionaram que mais de 150 derivados
de hopano ja& foram isolados de diversos tipos de matéria orgénica
sedimentar. Eles ocorrem comumente como C27 ou na faixa de C2g a C3s,
embora ja tenham sido encontrados derivados de hopano de pesos
- moleculares mais aitos, acima de C45 (Rulkéter e Philp, 1981). Esses
compostos s&o derivados de lipidios bacterianos, particularmente do C3s
bacteriohopanotetrol (Ensminger et al. 1972 e 1978)

O hopano (C3g) e seus homélogos ocorrem com trés diferentes
estereoquimicas em relacio aos carbonos C-17 e C-21: configuragio 178
(H),21B(H), chamada "pBp"; configuragdo 17a(H),21B(H), chamada "ap" e
configuragéo 178(H).21a(H), chamada "Ba". A configuracéo biol6gica "Bp" é
termicamente instavel e, no processo de diagénese, é convertida nas
configuracbes "af" e "Ba", ndo sendo, portanto, encontrada em éleos, a
menos que estejam contaminados com matéria orgénica sedimentar
imatura. A configuragéo "aB" &€ a mais estavel termodinamicamente, e a
.. configuragéo "Ba", que caracteriza os moretanos, apresenta estabilidade
itermediaria. A variagdo nas concentragdes relativas destes isOmeros
também é atribuida a um processo de degradacfo seletiva destes
- compostos (Mello 1988). Os homohopanos contém mais um centro quiral, o
C-22. A configuragio biolégica € 22R e com a maturagéo ela é convertida a
228, até atingir um equilibrio na abundéncia relativa 225/22R, em torno de
60/40 para os ufi-hopanos (Ensminger et al., 1978).

16
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miz191 ACH
'
. Hopsano no sedimento
" Bacteriohopanoietrol configuragdo biolégica, 2AQ2R)
1 17
18 Ba(22R) 19 «f(2R) 198 «=#Q28)
n=D n=1a5
17 ofH),215H) = op-hopano 17a{H), 21 5H) = homohopanos
178H). 2 o{H) = Sochopano 178(H),21a(H) = homomoretanos
(moretanoc)

Figura 5 : Transformagdes diagenéticas do bacteriohopanotetrol

Outros compostos com esqueleto tipo-hopano, parciaimente
‘modificado (Volkman et al.,, 1983; Moldowan et al., 1984), tém sido

detectados em Oleos e rochas geradoras. Dentre eles destacam-se: 0 17a
(H)-22,29,30-trisnorhopano (Tm, m de "maturation”, sensivel ao processo de
maturacdo), 20, o 18a(H)-22,29,30-trisnomeochopano (Ts, s de “"source",
termicamente estavel, indicador de fonte), 21, o 18a(H)-28,30-bisnorhopano,
22 e o 17a(H)-25-norhopano, 23. '

17
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28, 30-bisnorhopano 25-norhopano
22 23

O hopano e os hopanéides apresentam em seus espectros de massas
cinco ions caracteristicos: o ion molecular (M*); o ion correspondente a
perda de metila (M-15); o ion correspondente a perda da cadeia lateral em
C-21 ; o ion correspondente ao fragmento constituido pelos anéis A e B com
suas respectivas metilas (fragmento AB) e o ion comespondente ao
fragmento constituido pelos anéis D e E com suas respectivas metilas e a
cadeia lateral em C-21 (fragmento DE). No af-hopano e no moretano (Bo-
hopano) estes dois dltimos fragmentos (AB e DE) apresentam o mesmo
valor de m/z e, portanto, contribuem para a formacéo de um unico pico (m/z
191) no espectro de massas, que, para ambos 0s compostos vem a ser o
pico-base.

18
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fragmento DE
m/iz191+14n
'

Figura 6: Principais fragmentos de hopanos e homdlogos

Nos homohopanos e homomoretanos o fragmento AB apresenta m/z
igual a 191 e o fragmento DE apresenta m/z igual a 191+14n. Para os
homohopanos a razdo entre as intensidades relativas dos picos
correspondentes a estes fragmentos (intensidade do pico AB / intensidade
do ‘pico DE) é maior que 1, enquanto que para os homomoretanos esta
mesma razéo & menor que 1. A menor intensidade do pico correspondente
ao fragmento DE no caso dos homohopanos, pode ser justificada pelo fato
de que, nesses compostos, a jun¢do dos anéis D/E, contidos nesse
fragmento, apresenta geometria cis, que leva a uma menor estabilidade que
a juncéo trans (D/E) observada nos homomoretanos, em analogia aos
espectros das decalinas (Budzikiewicz et al., 1964).

Os nor-hopanos apresentam caracteristicas espectrais especificas.
Os compostos da série 25-nor apresentam o fragmento AB com uma metila
a menos e, portanto, com m/z igual a 177 (191-14). Assim, o RIC m/z 177 é
0 mais adequado para monitorar esses compostos. O 28,30-Bisnorhopano
apresenta o fragmento AB "completo”, portanto, com m/z igual a 191, no
entanto, apresenta o fragmento DE com duas metilas a menos e,
consequentemente, com m/z 163 (191-28). O 25,28,30-Trisnorhopano
apresenta o fragmento AB com uma metila a menos, m/z 177 e o fragmento
DE com duas metilas a menos, m/z 163. Ja o Ts e Tm que séo 22,29,30-
trisnor- apresentam o fragmento AB com m/z 191 e o fragmento DE com m/z
149, devido a perda de trés metilas (191-42).

_ Com relagdo aos hopantides epimeros em C-22, n&o sdo observadas
diferencas significativas em seus espectros de massas. Uma observagéo
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importante, no entanto, se refere a seus tempos de reten¢do: o isdmero 22S
elui sempre primeiro que o isdmero 22R. .

Os hopanos e hopanoides s&0 monitorados em CG-EM, através do
fon m/iz 191. A série "25-nor", no entanto, deve ser monitorada através do
fon m/z 177.

.1.1.7. Esteranos

Constituem outro grupo de biomarcadores vastamente utilizados em
estudos de correiagdo de 6leos e como indicadores de fonte e evolugéo
térmica, em estudo de rochas e sedimentos (Kimble et al.; 1974; Huang e
Meinshein, 1978; Barrick e Hedges, 1981; Mackenzie et al., 1982; Volkman,
1986). Eles séo formados a partir da redug8o dos esterdis, largamente
distribuidos em plantas superiores e algas, originalmente incorporados aos .
sedimentos.

Assim como os hopandides, os esteranos também apresentam varios
centros quirais e, por isso, podem ocorrem como uma variedade de
esterecisdmeros. A complexidade da distribuicdo de esteranos em uma
amostra geoldgica é afetada por.dois fatores principais: diferencas de fonte
e variaches devidas a diferencas na maturidade. Os esteranos que
predominam em sedimentos e 6leos sdo aqueles correspondentes a C27,
C28 e Cag (colestanos, ergostanos e estigmastanos, respectivamente),
muito embora, possam ocorrer compostos desde C1g até C3q.(Mackenzie et
al., 1981a). Em planctons marinhos predominam os esterdis em Co7 e Cog,
enquanto que nos animais e vegetais superiores terrestres predominam os
esterdis em C27 e Cog. Assim, Huang e Meinschein (1978) propuseram Co7
como indicador de contribui¢do de planctons e Cog como indicador de
contribuicéo de plantas superiores.

Os esterois presentes em organismos vivos mostram configuragio 8p
(H),9a(H),108(CH3),13B(CH3), 14a(H),17a(H),20R, 24.
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DIAGENESE

HO
24 Esterol . Esterano em ssdimento
configuracio biolégica, aaa(20R)
25

R=H, Colestano; R = CH,, Ergostano e R=C,H;, Estigmastano

Figura 7: TranSformagées driagenéticas do colesterol

No decorrer da diagénese e da catagénese, as configuracbes em C-
10 e C-13 nfo podem ser alteradas porque © mecanismo de
estereocisomerizacdo requer que um atomo de hidrogénio esteja ligado ao
atomo de carbono assimétrico. A estereoisomerizacdo em C-8 e C-9,
também ndo ocorre porque a configuragdo biolégica dessas posigdes €
energeticamente muito favorecida. As posicdes C-5 e C-24, quando centros
assimeétricos, ocorrem, cada uma delas, naturaimente nas duas possiveis
configuragbes; no entanto, em muitos esterbis estas posicoes so
insaturadas e s&o hidrogenadas na fase inicial da diagénese, levando a
formacdo de mistura de diaterecismeros, cujas abundancias relativas
dependem de suas estabilidades térmicas. No caso da posi¢cdo C-5, a
configuracdo 5a(H) é favorecida em relagdo a 58(H), numa razdo que varia
de 2/1 a 10/1.
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Os centros assimétricos mais importantes nos esteranos s8o,
portanto, C-14, C-17 e C-20. Em parte por que se localiza na cadeia lateral,
livre dos efeitos estéricos impostos pelo sistema ciclico, a configuracéo
biologica 20R é convertida em uma mistura quase equivalente de 20R e
208, com a razdo 20S/(20R+20S) ficando entre 0,52 e 0,55, para os
compostos C2g, no equilibrio (Peters @ Moldowan, 1993). Enquanto isso, a
configuracéo plana imposta pela estereoquimica 14a(H),17a(H) do esterol é
perdida em favor da forma termodinamicamente mais estavel, 14p(H),17p
. (H). Assim, durante a diagénese, a configuracéio Sa(H), 14a(H),17a(H),20R, "
aaaR", 25, propria dos esterdis, isomeriza para configuracbes
termodinamicamente mais estaveis, até atingir, no equilibrio, uma razéo
para "acaR", "aaaS", "afBR" e "uBBS" de cerca de 1:1:3:3 (Peters e
Moidowan, 1993). A varia¢dio nas concentragdes relativas destes isdmeros
também & atribuida .a um processo de degradacéo seletiva destes
compostos (Melio 1988)

Os esteranos apresentam seis ions caracterisiticos em seus espectros
de massas: o ion comrespondente ao fragmento constituido dos anéis A e B
com a respectiva metila (fragmento AB): o ion correspondente ao fragmento
constituido dos anéis A, B e C com as respectivas metilas (fragmento ABC);
o fon correspondente ao fragmento constituido pelos quatro anéis com as
metilas, ou seja comespondente & perda da cadeia lateral em C-17
(fragmento ABCD); o ion correspondente a perda do anel A (fragmento
BCD), com m/z 261+R; o ion comrespondente a perda de uma metila (M-15)
- €0 ion molecular. De todos estes ions, o ion comespondente ao fragmento
ABCD é o de menor intensidade e, portanto de visualizacdo mais dificil.

fragnento ABCD
17a(H) miz 257
178H) miz 259 -< R

fragmento ABC Te-

MoHyme217| o "o~
145(H) miz218 18

]

1

fragmento AB | “€~"~-=~ o T 13
See(H) miz 149 : 4L
56(H) miz 151 » .
H

- i

R=H; Colestano b -
CH3 ,  Ergostano fragmento BCD]
CoHs; Estigmastano miz 260+R

-
el

v —m e d

Figura 8: Principais fragmentos de esteranos normais -
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As massas e, portanto, o valor de m/z dos fragmentos AB e ABC
variam com as estereoquimicas dos carbonos C-5 e C-14, respectivamente.
O fragmento AB pode apresentar m/z 149 ou 151, sendo, o pico
correspondente a m/z 149 mais intenso que o pico correspondente a m/z
151 nos compostos com estereoquimica Sa(H) e o pico com m/z 151 mais
intenso nos compostos com estereoquimica 5g(H). Ja o fragmento ABC, &
quem origina o pico-base nos espectros de massas dos esteranos, podendo
apresentar m/z 217 ou 218, sendo, 0 pico com m/z 217 mais intenso que
aquele com m/z 218 nos compostos com estereoquimica 14a(H) e o pico
com m/z 218 mais intenso nos compostos com estereoquimica 14B(H).
Essas variagbes de massas desses fragmentos, em fungéo das alteracdes
nas estereoquimicas de C-5 e C-14, podem ser atribuidas ao fato de que
essas mudangas de configuracdo afetam diretamente a geometria das
jungdes entre os anéis A/B e C/D, que tém fundamental importéncia no
processo de formac&o desses fragmentos.

O fragmento BCD (m/z 261+R) é importante para corroborar a
identificagdo dos trés grupos de esteranos: colestanos, ergostanos (24
metilcolestanos) e estigmastanos (24-etiicolestanos). Nos colestanos esse
fragmento apresenta m/z 262 (R=H), nos ergostanos m/z 276 (R=CHg3) e nos
estigmastanos m/z 290 (R=CoHg).

Os esteranos normais ocorrem como 20R e 20S. Entre os compostos
com configuragéo "acca”, 0 isdmero com estereoquimica 20S elui antes
daquele com estereoquimica 20R, enquanto que, entre os compostos com
configuracéo "app", ocorre o contrario, quem elui primeiro é o epimero 20R.

Todos estes compostos sdo monitorados nas analises por CG-EM,
através do ion m/z 217.

itl.1.1.8. Diasteranos

Os esterenos, formados por desidratacdo de esterdis, desempenham
um importante papel no estégio intermediario da diagénese. O A2-estereno,
formado iniciaimente, isomeriza gradativamente para os mais estaveis Ad-e
AS.esterenos, que podem rearranjar para formar diasterenos (Ensminger et
al.,1978), que por reducio diagenética produzem diasteranos, 29. Estes
composto s&o mais resistentes aos processos de biodegradagdo que os
esteranos nao rearranjados (Ensminger et al., 1978).
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138(H), 17 «(H)-Diasterano
29

Os diasteranos (esteranos rearranjados), também s&c monitorados
através do RIC m/z 217, apresentam espectros de massas muito
semelhantes aos esteranos normais, tendo entretanto, como particularidade,
a ocorréncia do ion m/z 259 com maior intensidade.

111.1.1.9 A-Alquil-esteranos

Recentemente, duas novas séries de derivados de colestanos,
ergostanos e estigmastanos tém sido descritas na literatura (Summons e
Capon, 1988 e 1991; Dahl et al, 1992), sdo os 2ua-metil- e os 3p-alquil-
derivados que, juntamente com os 4a-metil-derivados (Boon et al. 1979;
Robinson et al., 1984; Wolf et al.; 1986), formam o grupo dos aiquil-
esteranos. Em face de ndo se conhecer produtos naturais analogos a 2- e 3-
alquil-esteranos, Dahl et al (1992) propuseram, em estreita analogia com a
biossintese do bacteriohopanotetrol (Ensminger et al.,1972), que estes
compostos podem ser formados por bactérias, pela combinacéo de um A2-
estereno e um agucar-Cs. 2a-metil e 3g-metil-esteranos foram encontrados
em Oleos derivados de rochas geradoras de diferentes idades e ambientes
deposicionais. Summons e Capon (1988 e 1991) caracterizaram o 2a-metil-,
o 3p-metil e o 3p-etil-esteranos usando padrdes sintéticos. No presente
- tfrabalho, uma série de padrdes 3«-alquil-5p(H)- e 3p-alquil-5a(H)-esteranos
-, com o grupo alquila variando de Cq a C4, foram sintetizados e utilizados na
caracterizacdo de alquil-esteranos detectados nas amostras de dleos que
estudadas. Os 4o-metil-esteranos, por sua vez, séo relativamente comuns
na geosfera, particularmente em sedimentos lacustres e sdo considerados
como derivados de dinoflagelados (Boon et al. 1979; Robinson et al., 1984).
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Os espectros de massas desses compostos s&o semelhantes aos dos
esteranos normais nédo alquilados, apresentando como diferenca o©
acréscimo de massa correspondente ao grupo aiquii em todos os
fragmentos que contém o anel A. Em CG-EM, eles séo monitorados através
do ion m/z 217+14n, onde n corresponde ao nimero de carbonos do grupo
alquila.

"ABC"
miz216+14n

30 Estrutura genérica dos A-alquil-esteranos
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li.1.2. Aplicaglio de Biomarcadores Saturados como parimetros de
correlagio, de fonte e ambiente deposicional, de maturacio, de
migracao e de biodegradacao

Os hidrocarbonetos saturados sfo os compostos orgénicos mais

- empregados como indicadores geoguimicos moleculares. Isto significa dizer

que esses compostos podem fomecer informacbes sobre processos
geoquimicos em agéo na matéria orgénica sedimentar (Aquino Neto, 1984;
Mello, 1988; Trindade, 1992).

Dependendo do tipo de informacdo que podem formecer, esses
indicadores podem ser classificados em cinco tipos distintos:

Iindicadores de correlagio (de identidade);

Indicadores de paleoecologia (de fonte e/ou de ambiente
deposicional);

Indicadores de maturagao;
- Indicadores de migracéo e
Indicadores de biodegradacéo

il.1.2.1. Correlagdo

A grande variedade de estrutura dos compostos organicos
identificados em sedimentos indica que diferentes rochas sedimentares
podem apresentar composicdo quimica diversa para, a0 menos, um grupo
de compostos. Tal fato é empregado na correlacdo entre diferentes
amostras de 6leos de uma mesma bacia sedimentar, ou na comparagdo de
oleos com a matéria orgénica de rochas-geradoras potenciais (Aquino Neto,
1984).

. As correlagdes "genéticas" de petrbleos (correlacbes entre petréleo e
rocha-geradora) s&o baseadas no principio de que a composi¢do de
constituintes organicos de uma rocha geradora é transmitida ao 6leo. Esta
"similaridade hereditaria", pode variar desde propriedades mais gerais, tal

- como composicdo isotopica de carbono, até a razdo de componentes

individuais, como a relag&o pristano/fitano
Independente do parametro utilizado, uma regra basica deve ser

considerada para toda comelacdo. uma cormrelagdo positiva ndo é
. necessariamente uma prova de que as amostras sdo concementes. Por
- exemplo, rochas geradoras podem mostrar caracteristicas similares. Um
" betume em uma rocha pode parecer similar a um 6leo, até posterior analise

mostrar que outro betume de um diferente estrato é mais similar a este éleo.
Por outro lado uma correlagéo negativa é forte evidéncia de auséncia de
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parentesco entre as amostras. A correlagéo entre amostras toma-se mais
segura, quanto mais pardmetros s&o usados (Peters e Moldowan,1993).

lI.1.2.2. Paleoecologia

A caracterizacio da paleoecologia pode ser subdividida em dois
aspectos: paleobiologia e paleoambiente de deposicéo (Aquino Neto, 1984).
Os compostos indicadores de paleobiologia sdo aqueles cujas
estruturas podem ser correlacionadas biunivocamente a uma, ou a um
numero limitado de espécies de microorganismos ou vegetais. A presenca
de um composto desses seria assim indicativa da contribuicdo de um dado
organismo a formag&o de matéria orgénica preservada no sedimento, A faita
de bioespecificidade da maioria dos compostos encontrados em
sedimentos, reduz esta aplicagdo a uns poucos exemplos, ainda sujeitos a
revisdo a medida que evolui o conhecimento molecular sobre os seres vivos.
Para ser utilizado como indicador de paleoambiente de deposi¢éo, um
composto deve incorporar particularidades que se relacionem, por exemplo,
o paleoclima e o potencial redox durante a sedimentacéo. p-caroteno é
caracteristico de organismos que ocorrem em ambientes saiinos e assim,
quando ocofre em sedimentos, é um indicador deste ambiente.

.1.2.3. Maturagéo

A maturacéo térmica retrata a extensdo com que as reagdes dirigidas
por calor convertem a matéria organica sedimentar em petréleo. A
conversdo da matéria organica em petréleo envolve duas fases: a
dlagénese e a catagénese (Tissot e Welte, 1984). O termo diagénese se
~ refere as alteragdes biolbgicas, fisicas e quimicas que a materia organica
sofre em sedimentos em temperaturas inferiores a 50°C. Nessa fase os
"restos” de plantas e animais séo convertidos em querogénio e betume, que
passam a ser os constituintes da rocha sedimentar. A catagénese é o
processo pelo qual a matéria organica na rocha é termicamente afterada por
aterramento e aquecimento a temperaturas na faixa de 50 a 150°C,
requerendo milhdes de anos para isso. Nessa fase, o querogénio e o
betume sdo convertidos em petréleo e gas. Pode-se, entdo, definir o
petrbleo como uma mistura compiexa de compostos meta-estaveis que
evolui para uma maior estabilidade termodinédmica durante a maturago.
. Estas alteragdes devidas & maturagéo envoivem principaimente reacdes de
craqueamento, estereoisomerizacdes, reacdes de aromatizacdo. Assim os
_indicadores mais comuns de maturacdo térmica séo as razbes entre certos
biomarcadores saturados e/ou aromaticos.
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I11.1.2.4. Migragdo

A migracéo de 6leo da rocha-geradora para a rocha reservatério é um
- processo - consagrado ao qual se atribui a formagfio da maioria das
acumulacbes de petréleo. O estudo dos indicadores geoquimicos de
migracéio e o conhecimento geolégico da bacia, permitem o estabelecimento
das vias de migracdo e através delas pode-se rastrear o percurso do 6leo,
desde sua geradora (Souto Filho, 1994).

Outra aplicacfo prética resulta da caracterizacdo da rota de migragéo,
.apés a comrelacdo Oleo/rocha-geradora. A partir desse ‘' conhecimento,
possiveis bifurcagcbes na rota podem ser previstas =geologicamente,
conduzindo a proposi¢édo de novas acumulagdes na bacia.

Algumas propriedades, tfais como: solubilidade nos fluidos do
sedimento e interagdo com a matéria orgénica e inorgénica do sedimento
original daqueles presentes ao longo do percurso de migra¢do, podem
diferenciar a capacidade de migracio de certas molécuias. (Aquino Neto,
1984).

11l.1.2.5. Biodegradacéo

As dificuldades crescentes de localizacéo de dleos leves, tem levado
as companhias petroliferas a procurar viabilizar a pesquisa e recuperagéo
de dleos alterados. A forma de alteracfio reconhecida como a mais
generalizada é a biodegradagfo. Essa alteragdo ocorre, geralmente, pela
introducéo de bactérias e oxigénio na rocha reservatorio, através das aguas
metedricas. As bactérias atacam o petréleo, consumindo, preferenciaimente,
estruturas compativeis com seus metabolismos. A ordem de preferéncia
‘comumente encontrada é: hidrocarbonetos lineares, ramificados,
isoprendides e ciclanos.

Tem-se associado a processos biodegradativos, a geragdo de
cicloalcanos (especialmente triterpanos) com esqueletos modificados em
relagdo as estruturas comuns aos seres vivos: triterpanos desmetilados ou
com anel seccionado sdo os mais representativos (Aquino Neto, 1984). No
entanto, a possibilidade de que estes esqueletos sejam produzidos
diretamente por organismos vivos ndo pode ser descartada e, nesse caso,
sua deteccdo nos sedimentos seria uma consegiiéncia do consumo das
. estruturas usuais pelas bactérias, levando a uma concentragdo das
- estruturas anormais, menos susceptiveis ao ataque das bactérias (Aquino
~ Neto, 1984).

11.1.2.6. Parametros mals utilizados como indicadores geoquimicos

- A seguir, sdo comentados, de maneira breve, os principais desses
pardmetros que envolvem biomarcadores saturados.
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Razdo isoprenéides/parafinas: essa raz&o em geral, assim como as
razbes pristano/n-C47 e fitano/n-Cqg decrescem com o crescimento da
maturacdo, uma vez que mais n-alcanos sdo gerados por craqueamento do
querogénio

Raziio pristano/fitano (P/F): é a relagio direta entre as abundéancias
de pristano (C1g) e fitano (Cog). Uma razéo P/F maior que 1 sugere
ambiente deposicional oxidante, enquanto que uma razdo P/F menor que 1
sugere ambiente deposicional redutor. Esta inferéncia sobre oxicidade do
ambiente deposicional, no entanto, deve ser sempre suportada por outros
dados geoquimicos, tais como, teor de enxofre e indice de homohopanos.

Perfil do RIC m/z 191: o RIC m/z 191 mostra, em conjunto, a
distribuicdo dos terpanos triciclicos , tetraciclicos e pentaciclicos (hopanos e
outros). Esses compostos tém origem bacteriana e como as bactérias séo
ubiquas em sedimentos, eles sdo encontrados em quase todos os Oleos.
Esse parametro € muito usado para correlacdo oOleo/6leo e dleofrocha
geradora, uma vez que reflete o ambiente deposicional e o “input" de
matéria organica. Diferentes perfis de m/z 191 correspondem a diferentes
ambientes deposicionais de rochas geradoras, no entanto, ambientes
deposiconais diferentes podem apresentar perfis semelhantes.

indice de homohopanos: é a razio C35/(C31 a C3s), normaimente
expressa como porcentagem. Esse parametro é freqilentemente aplicado
como indicador de oxicidade de ambientes marinhos, durante a diagénese;
no entanto, € importante lembrar que este indice também & afetado pela
maturacdo. indices elevados em oleos de maturidade similar indica
ambiente deposicional marinho, altamente redutor, sem oxigénio livre
disponivel, uma vez que, na presenca de oxigénio livre, o precursor
‘bacteriohopanotetrol é oxidado ao acido-C3o que podera sofrer
descarboxilacdo formando C31 ou, se todo oxigénio tiver sido consumido,
ser preservado como o homoélogo C32 , 0 que, em qualquer dos casos
levara a uma diminuic&o no indice de homohopanos. Este indice & medido
no RIC m/z 191.

Razdio Ts/(Ts+Tm). este parametro & dependente da fonte e da
maturagdio da amostra, uma vez que o Ts € termicamente mais estavel,
sendo um indicador de fonte e o Tm € sensivel ao processo de maturagéo.
Em amostras oriundas de mesma fonte, esta razdo cresce com a maturagao.
Ela pode ser determinada a partir do RIC m/z 191; no entanto, esse calculo
pode ser prejudicado pela ocorréncia de co-eluicdo de Ts € Tm com
terpanos triciclicos e tetraciclicos. Neste caso, a determinag&o pode ser feita
a partir do RIC m/z 370 que corresponde ao ion molecular de ambos os
compostos.

indice de gamacerano: € dado peia relacfo entre as abundéncias de
gamacerano e 17a(H)21p(H)-hopano (gamacerano/C3p-hopano). O
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gamacerano € considerado um marcador para ambientes deposicionais
altamente salinos, marinhos ou ndo-marinhos e, portanto, este parametro é
especifico para indicar condi¢cdes hipersalinas. Ele é calculado a partir dos
RICs m/z 191 ou m/z 412.

indice de oleanano: é a razfio entre as abundancias de 18a(H)-
oleanano e 17ua(H)21p(H)-hopano (oleanano/C3g-hopano). Este parametro é
~ altamente especifico para indicar contribuicdo de plantas superiores em
amostras datadas do Cretaceo ou mais recentes. O uso deste indice na
comparac¢io de amostras mostrando grande diferenca de maturidade pode
ser complicado pela presenca, em betumes imaturos, de 18p(H)-oleanano
que, com a maturagio isomeriza para 18a(H). No caso da ocoméncia dos
dois isbmeros, a abundéncia de ambos deve ser considerada. Esse
parametro também é calculado, utilizando o RIC m/z 191.

Razo 22S5/(22S+22R) em homohopanos: -a epimerizagdo na
posicdo C-22 dos homohopanos ocorre antes que muitas reacdes usadas
como indicativas de maturidade de Oleos e betumes, tal como a
isomerizac8o da posic8o C-20 dos- esteranos normais (Ensminger-et -al.,
1978). Portanto, esta razio é muito apropriada para diferenciar estagios
iniciais de maturagdo. A configuracdo biolégica 22R ¢é gradualmente
convertida em uma mistura 22R+22S, atingindo, no equilibrio, valores entre
0,57 e 0,62. Esta relacéo é calculada a partir do RIC m/z 191, usando-se
para tanto as abundancias relativas de quaisquer dos pares de epimeros de
C,; a Cas5, mais comumente, Ca, ou Cap,.

Razio Soa-moretano/afS-hopano: esta razdo tambhém é caiculada a
partir do RIC m/z 191. A configuragdo biolégica dos hopanos é BB (178,
218) e durante a diagénese, a temperatura atingida proporciona energia
suficiente para superar a barreira de conversio desta configuragdo nas
termodimamicamente mais estaveis op e pa. A temperaturas mais elevadas
estas duas configuragcdes podem ser interconvertidas, via a configuracéo BB,
em favor da mais estavel de todas que é a o, assim, com a maturagéo, a
razido Bo-moretano/(Ba moretano + af-hopano) decresce de 0,8 em
sedimentos imaturos a 0,15 em rochas maturas, atingindo um minimo de
- 0,05 em Oleos (Mackenzie et al., 1981a e Seifert € Moldowan, 1981). A
variacio nas concentracdes relativas destes isdmeros também é atribuida a
‘um processo de degradacio seletiva destes compostos (Mello 1988) Os
compostos frequentemente usados para o calculo desta razéio sdo os
~ proprios Cy-moretano e Cyr-hopano, no entanto, podem ser usados os

homoblogos anteriores, Coo, OU ainda uma combinacéo de ambos, Cx e Cq,.

Raziio 20S5/(20S+20R) em esteranos normais : no processo de
“maturacéo, o esteranos normais sofrem uma crescente isomerizacio de C-
20, que passa de sua configura¢do biolégica 20R para 20S. No caso dos
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compostos C,; com configuragdo “aca” [Sa(H),14a(H),17a(H)] este fato
provoca uma mudanga na razo 20S/(20S+20R) que varia de zero até cerca
de 0,55 (Seifert e Moldowan, 1981) e, portanto, € um pardmetro que pode
ser utilizado na avaliagdo do estagio de maturagdo de uma amostra. Esta
razéo é calculada a partir das abundéncias relativas destes epimeros no RIC
m/z 217.

Razdio fS8/(88+aa) em esteranos normais: este € outro indice
calculado a partir das abundéncias relativas de isdmeros no RIC m/z 217 e
também se trata de um parémetro indicativo de maturag&o. A isomerizacéo,
decorrente da maturacio, de C-14 e C-17, nos esteranos regulares, que
passa da configuracdo bioldgica ac para p provoca uma variagéo na razéo
BB/(Bp+ac), que no esterano C,y se estende de zero até cerca de 0.7
(Seifert e Moldowan, 1981). A variacdo nas concentragdes relativas destes
isdmeros também é atribuida a um processo de degradagéo seletiva destes
compostos (Mello 1988)

Ha outros par@metros de comrelagéo, fonte e ambiente deposicional
gue ndo envolvem biomarcadores. Dentre eles podem ser destacados: a
razdo de isotopos estaveis de carbono (513C) , o carborio organico total
(TOC), o teor de enxofre (%) e a razdo niquel/vanadio (Ni/Va).

Uma discussdo mais detalhada acerca do significado e da tilizagao
destes parametros pode ser encontrada em Peters e Moidowan (1993) e
Melo (1988),.

31



l flll. ESTUDO DOS CONSTITUINTES NEUTROS SATURADOS |

lL.2, DISCUSSAO

O Setor de Geoquimica do Centro de Pesquisas da PETROBRAS
(CENPES) realiza, rotineiramente, o estudo das fracbes neutras de dleos
das bacias sedimentares brasileiras, Os 6leos A, B, C e D, objeto de estudo
deste trabalho, também foram analisados naquele centro de pesquisas,
sendo detectados e identificados grande parte dos compostos listados nas
tabelas 4, 5 e 7. Estes compostos foram detectados através dos
fragmentogramas m/z 191 e m/z 217 (figuras 9 e 10, respectivamente),
obtidos a partir da analise por CG-EM dessas amostras.
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Figura 9: RIC m/z 191, da fragéo neutra do 6leo A ( CENPES)
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Figura 10: RIC m/z 217, da fragdo neutra do 6leo A (CENPES)

Com o objetivo de avaliar a metodologia empregada neste estudo e
tambem, para obter mais informacbes que, adicionadas as informagodes da
PETROBRAS / CENPES / CEGEQ, pudessem servir de parametro de
comparacao com os dados obtidos no estudo da fragéo acida, o estudo dos
constituintes neutros desses 6leos foi refeito, analisando por CG e CG-EM
as fracoes correspondentes aos hidrocarbonetos alifaticos saturados
- (fragbes HAL), obtidas de cada uma das amostras, segundo o fluxcgrama 1
(pag. 6).

Em concordéncia com os resultados obtidos pela Petrobras, todas as
amostras apresentaram, na analise por CG destas fracdes, perfis muito
semelhantes, com todas elas apresentando caracteristicas de 6leos em
elevado estagio de biodegradacédo, uma vez que observou-se em todos os
cromatogramas a preservacdo apenas dos cicloalcanos, com a quase total
auséncia dos demais saturados (figura 11).
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Figura 11: Cromatograma da fragdo neutra (HAL) do odleo A
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Em face disto, a andlise por CG-EM dessas fracoes, foi dirigida no
sentido da pesquisa de biomarcadores ciclicos, concentrando o trabalho no
estudo dos RICs usados para 0 monitoramento destes biomarcadores.
Foram analisados 0s RICs m/z 123 para a pesquisa de biciclicos; m/z 259 e
274 para a pesquisa de diterpan?s"tetraciclicos; m/z 191 para a pesquisa de
terpanos triciclicos e pentaciclicos; m/z 205, 219, 233, 247, 261 e 275 para
confirmagéo da ocorréncia de homohopanos e homomoretanos; m/z 217
para a pesquisa de esteranos e diasteranos e m/z 231, 245, 259, 273, 287 e
301 para pesquisa de alquil-esteranos e mfz 262, 276 e 290, para
confirmacao da classificagdo dos esteranos em colestanaos, ergostanos (24-
metil-colestanos) e estigmastanos (24-etil-colestanos).

Cada um dos RICs mostrou perfil similar para as guatro amostras,
confirmando uma origem comum destes o6leos, como pode ser visto na

figura 12, que mostra os RICs m/z 191 dos 6leos A, B, C e D. A analise dos

espectros de massas e das areas comrespondentes aos picos que
constituem esses RICs, indica que essas amostras contdm 0s mesmos
compostos € em abundancias relativas muito semelhantes. Assim, os
comentarios que seguem se referem, genericamente, aos quatro oOleos
estudado e, nas figuras que mostram os picos referentes aos diversos
compostos identificados, sdo apresentados os RICs de apenas uma das
amostras.
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Figura 12: RIC m/z 191 das fraces neutras dos Oleos A B Ce D
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I.2.1. Biciclicos

A analise do RIC m/z 123 (figura 13), mostrou a ocorréncia de um
grupo de biciclicos da classe dos drimanos, ja descritos na literatura (Philp
et al., 1981; Alexander et al., 1983 e 1984) e também detectados por
Reboucas (1992) em Oleos da bacia de Campos. Esses compostos estéo
listados na tabela 2. A atribuicdo desses compostos aos correspondentes
picos foi feita com base na comparacéo de seus espectros de massas com
dados da literatura (Alexander et al., 1983) bem como pela observagdo de
seus tempos de reteng3o relativos.
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Figura 13: RIC m/z 123 da fracdo neutra do dleo A

Tabela 2: Terpanos biciclicos detectados através do RIC m/z 123 da fragéo

HAL (figura 13)

PICO COMPOSTO PB M-15 M
01  Nordrimano rearranjado (C44) 179 179 194
02 Nordrimano (C44) 123 179 194
03 Drimano rearranjado (C4s) 193 193 208
04  Drimano rearranjado (Cs) 193 193 208
05 Drimano (C4g) 123 193 208
06 Drimano (Cyg) 123 193 208
07 Homodrimano rearranjado (Cg) 207 707 222
08 Homodrimano (C4g) 123 207 222

(1) PB = ion correspondente ao pico-base;
(2) M-15 = ion correpondente a perda de metila;
" (3) M” = ion molecular
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Figura 14: espectros de massas correspondentes acs picos 4 e 5 da figura
13.

Figura 15 Estrutura do 8g(H)-drimano
destacando o fragmento com m/z 123

Os drimanos nao rearranjados apresentam como caracteristicas
espectrais, trés principais picos: aquele correspondente ao ion molecular
(m/z 194 para os nordrimanos, m/z 208 para os drimanos e m/z 222, para os
homodrimanos); o correspondente 3 perda de metila (m/z 179 para os
nordrimanos, m/z 193 para os drimanos e m/z 207 para os homodrimanos) e
O pico-base com m/z 123 (figura 15). J& os compostos com esqueietos
rearranjados apresentam como pico-base, aquele correspondente a perda
de metila (M-15) e apresenta também o ion m/z 109 mais abundante que o
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m/z 123. Na figura 14, sdo apresentados os espectros de massas dos
compostos correspondentes aos picos 4 e 5 da figura 13.

A presenca de drimanos em um 6leo néo tem um significado especial
uma vez que estes compostos se encontram vastamente distribuidos em
amostras geologicas de diversas idades e origens. No entanto, Noble e
colaboradores (1987) discutem © processo de epimerizagcédo destes
compostos em C-8 e propéem uma relagéo direta entre profundidade de
sedimentagéo - e por conseqiiéncia, nivel de maturagéo do sedimento - e as
abundéancias relativas de 8p(H)- e 8a(H)-drimanos. Segundo os autores a
configura¢éo biologica é 8a(H), que apresenta o grupo metila ligado a C-8
em posicio axial, que com a maturagdo isomeriza para a configuracédo
8B(H), termodinamicamente mais estavel, onde 0 mesmo grupo metila
ocupa agora uma posicdo equatorial. Alexander e colaboradores (1984)
publicaram o resultado da pesquisa de bicicios em um O6leo da Arabia
Saudita onde sdo detectados drimanos apenas com a configuragéo 88(H).
Por comparagio dos espectros de massas e dos tempos de retencao
relativos dos drimanos publicados naquele trabalho e estes detectados no
presente trabalho, propde-se, para os compostos detectados, a configuragdo
8p(H), apesar das amostras estudadas nédo serem termicamente muito
evoluidas, conforme indicam os parametros apresentados nas tabelas 6 e 8,
mostradas mais adiante

I.2.2. Diterpanos tetraciclicos

A andlise dos RICs m/z 259 (figura 16) e 274 nos fomeceu indicios da
ocorréncia dos diterpanos tetraciclicos listados na tabela 3. Infelizmente, os
picos correspondentes a estes compostos mostraram intensidades muito
baixas, comprometendo a qualidade de seus espectros de massas, mesmo
quando se utilizava o recurso da subtracdo do background. Como indicios
da ocoméncia desses compostos, consideramos a semethanca dos perfis
desses cromatogramas com aqueles apresentado nos trabalhos de Noble e
colaboradores (1985 b e 1985c), realizados nas mesmas condicbes de
anélise e os espectros de massas (figura 17) que, mesmo nao apresentando
qualidade satisfatoria, mostraram algumas caracteristicas particulares que
possibilitaram a atribuicdo das estruturas dos compostos correspondentes
aos picos de 9 a 13 (figura 11).
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Figura 16: RIC m/z 259, da fragdo neutra do 6leo A

Tabela 3: Terpanos tetraciclicos detediados alravés do RIC miz 259 da frac3o HAL (fig.16)

PICO COMPQSTO PB M-15 M’
09 Beierano (Cyq) 123 259 274
10  Filocladano (Cyq) 123 258 274
11 Kaurano (Csq) 123 259 274
12  Filocladano (C5p) 123 259 274
13  Kaurano (Cop) 123 259 274

(1) PB = ion correspondente ao pico-base;

(2) M-15 = ion correpondente a perda de metila;

(3) M™ = ion molecular
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Figura 17: espectros de massas e espectros de massas ampliados

correspondentes aos picos de numeros 9 e 11, na figura 16
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Essas atribuicdes se basearam nos fatos comentados a seguir. O
beierano se diferencia dos outros quatro isdbmeros por ser o Unico a
apresentar em seu espectro de massas um pico de m/z 245, visto que,
somente neste composto a metila-17 se encontra ligada ao carbono-13, na
juncdo dos anéis C e D, possibilitando a formagdo de um ion com m/z 245,
através da perda de C-15 e C-16 (figura 18) Kauranos e filocladanos
apresentam espectros de massas muito similares, no entanto, a
diferenciaco entre eles pode ser feita com base nas abundancias relativas
dos ions m/z 231 e 259. A razdo 231/259 é maior para os filocladanos
(acima de 0,5) que para os kauranos (menor que 0,35), Noble et al., 1985c.

Beierano ent-Kaurano

Figura 18: Estrutura de beierano e ent-kaurano
destacando os fragmentos com m/z 245 e 259

A presenga desses tetraciclos nessas amostras, sugerem que em
algum momento houve uma contribuicdo de ambiente terrestre na formacéo
dos sedimentos que deram origem a estes Oleos, uma vez que seus
precursores biol6gicos ocorrem apenas em plantas superiores.

ll.2.3. Terpanos triciclicos e pentaciclicos

Na andlise RIC m/z 191, ja estudado no CENPES (figura 9),
reproduzimos os mesmos resultados obtidos naquele centro de pesquisas,
detectando os mesmos compostos listados nas tabelas 4 e 5.

Os compostos detectados através do RIC m/z 191 e identificados
como sendo triciclicos, apresentam como caracteristicas espectrais, o ion
m/z 191 como pico base, o ion m/z 123, o ion correspondente & perda de
metila (M-15) e o ion molecular (M+) com m/z igual a 14n-4, onde “n’
~corresponde ao numero de carbonos na moiécula. Essas caracteristicas séo
concordantes com os espectros de massas dos ftriciclicos da classe dos

39



€studo de Constituintes Neutros Saturados Discussdo

queilantanos. A figura 19, mostra uma segdo do RIC 191 contendo os picos
correspondentes. a estes triciclos.
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Figura 19: RIC 191 (terpanos triciclicos) da fragdo HAL do 6leo A

Tabela 4: Terpanos triciclicos detectados através do RIC m/z 191 da fracao
HAL (figura 19)

PICO COMPQOSTO PB M-15 M
14 ftriciclico em Cyq 191 247 262
15  triciclico em Cyq 191 261 276
16 triciclico em Co, 191 275 290
17  triciclico em Co, 191 289 304
18 triciclico em Cpq 191 303 318
19  triciclico em Co4 191 317 332
20 ftriciclico em Copg 191 331 346
21 ftriciclico em C5 (S e R) 181 345 360
22 triciclicoemCog(SeR) : 191 373 388
23 triciclicoem C,o (S eR) 191 387 402

(1) PB = ion correspondente ao pico-base;
(2) M-15 = ion correpondente a perda de metila:
(3) M" = ion molecular

Os compostos identificados como pentaciclicos hopano e hopandides,
também detectados através do RIC m/z 191 (figura 20), apresentam em
seus espectros de massas todos os ions caracteristicos dessa classe de
compostos, discutidos na secao Il1.1.1.6. (pag. 15).

O composto mais abundante no RIC m/z 191 dessas amostras foi o
gamacerano, que apresenta como pico-base em seu espectro de massas,
aquele correspondente a m/z 191. Assim como o hopano, o gamacerano
também produz, na ionizagdo por impacto de elétrons, dois importantes
fragmentos com m/z 191, o que contribui para a ocormréncia de um pico-base
com esse valor de m/z; no entanto, diferentemente dos hopanoides, ele ndo
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apresenta o ion com m/z 369, uma vez que nao possui a cadeia lateral em
C-21, caracteristica dos hopandides e seu anel E contém seis atomos de
carbonos e ndo cinco como no hopano e seus derivados. O alto teor relativo
de gamacerano, observado no RIC m/z 191, é caracteristico de amostras
oriundas de ambientes deposicional de alta saiinidade (Mello, 1988).

Também através da analise do RIC m/z 191, foi detectada a
ocorréncia de séries homologas de homohopanos e homomoretanos. Para
confirmar esta ocomréncia, os RICs: m/z 205, 219, 233, 247, 251 e 265
(figura 21), correspondentes ao fragmento DE desses homébiogos foram
analisados. A partir destas analises ¢ tendo como base os comentarios na
secao IIl.1.1.6., as informacdes do SEGEQ/CENPES e a comparacao dos
dados espectrais com dados da literatura, os picos assinalados nestes RICs
sdo -atribuidos aos correspondentes compostos listados na tabela 6, onde
tem-se as séries homélogas, variando de C34 a C3g, dos pares de
epimeros 22R e 228 de hopanos € moretanos.
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Figura 20: RIC 191 (terpanos pentaciclicos) da fragédo HAL do 6leoc A

a1



Estudo de (onstituintes Neutrbs Saturados

Discussao

Tabela 5. Terpanos pentaciclicos detectados através do RIC m/z 191 da

fragcdo HAL (figura 20)

PICO COMPOSTO PB M-15 M
24  Co7-18a-22,29,30-trisnorhopano (Ts) 177 355 370
25  Cy7-170-22,29,30-trisnornechopano (Tm) 177 355 370
26 Cpg-17a,18a,21p-28,30-bisnorhopano 191 369 384
27 Cyg-17u -25-norhopano 177 383 398
28  C,g-ap-30-norhopano 191 383 398

29 C,g-Ba-30-normoretano 199 383 398
30  Cyg-Ba-normoretano 191 383 398

31 Cag-ap -hopano — 191 397 412

32  Cag-hopanéide (norgamacerano ?) 191 383 398
33  Cjsp-hopandide 191 397 412
34  Cay-hopanéide 191 397 412
35 Csg-Ba-moretano— 191 397 412
36 Cjp-Gamacerano 191 397 412

~37  Caq-ap-homohopano (22S) 191 411 426
38  Cay-ap-homohopano (22R) 191 411 426
39  Cgy-ap-homomoretano 205 411 426
40  Csr-ap-bishomohopano (22S) 191 425 440

41 C3p-aB-bishomohopano (22R) 191 425 440
42  Cyy-Ba-bishomomoretano (225) 219 425 440
43  Cg-Bu-bishomomoretano (22R) 219 425 440
44  C,s-ap-trishomohopano (22S) 191 439 454
45  Cjs-ap-trishomohopano (22R) 191 439 454
46 C,3-Ba-trishomomoretano(22S) 233 439 454
47  Caa-Ba-trishomomoretano(22R) 233 439 454
48  C,4-ap-tetrakishomohopano (22S) 191 453 468
49  C,4-op-tetrakishomohopano(22R) 191 453 468
50  Cj4-Ba-tetrakishomomoretano (22S) 247 453 468
51 Cas-Bo-tetrakishomomoretano (22R) 247 453 468
52 Cjs-ap-pentakishomohopano (22S) 191 467 482
53  Cas-aB-pentakishomohopano (22R) 199 467 482
54  Cjs5-Bu-pentakishomomoretano (22S) 261 467 482

#"55 __ Cag-Ba-pehtakishomomoretano (22R) 261 467 482

(1) PB = ion correspondente ao pico-base;

(2) M-15 = ion comrepondente a perda de metila;

3)M*

= jon molecular

4) ap = 17a(H),218(H) e Ba = 17B(H),21a(H)
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(5) Os compostos 37 a 55 (homohopanos e homomoretanos) foram confirnados através
dos RICs mvz 205, 219, 233, 247, 261 e 275, da fragdo HAL (figura 21)

(6) Nas séries de homohopanos e homomoretanos as homologacdes se
dao, sequencialmente, nos carbonos 30, 31, 32, 33, e 34
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Figura 21: RICs m/z 205, 219, 233, 247, 261 e 275, da fracéo neutra do éleo A

Os indices calculados a partir das ahundancias relativas de
compostos detectados na fracéo neutra, através do RIC m/z 191 (mostrados
na tabela 6), e que s&o usualmente empregados como parametros
indicativos de estagio maturagdo apresentaram valores muito préximos
entre si, evidenciando mais uma vez a similaridade destes 6ieos, e nos
indicam que os dleos estudados s&o pouco evoluidos termicamente.

Tabela 6 : Pardmetros de maturagdo calculados a partir do RIC m/z 191
para as amostras A, B,CeD

Parametros Amostras
A B C D
Razao Ts/ (Ts+Tm) 0,30 | 0,32 | 0,31 | 0,30
Razao Ba / (Ba+ap) para Ca-hopano 016 | 0,12 | 0,15 | 0,14
-|Razéo S/(S+R) para Ca, ap-homohopano | 0,55 | 0,56 | 0,56 | 0,56

(1) R e S se referem a configurag&o do carbono 22 do homohopano

- (2) Ba e ap se referem as configuragdes dos carbonos 17 e 21 do hopano
(3) Indices calculados a partir de dados do SEGEQ/CENPES/PETROBRAS (Figura 9)
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A distribuicéo relativa de homohopanos (C31 a C3s), mostrada na
figura 22, apresenta um perfil caracteristico de 6leos gerados a partir de
sedimentos oriundos de ambientes anéxicos (Peters e Moidowan, 1993),
onde se observa um decréscimo das abundancias de C31 a C34 seguido de
um enriquecimento de C3s.
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Figura 22: abundancias relativas de homohopanos (22R+22S)

Na figura 23, mostrada a seguir, sdo apresentados os espectros de
massas do C3zi-homohopano e do C3¢-homomoretano, onde pode-se
- observar a inversio nas abundéncias relativas dos ions correspondentes
aos fragmentos AB e DE, conforme discutido na se¢3o 111.1.6 (pag. 15).
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Figura 23: Espectro de massas de (a) C31-homohopano (22S) e (b) C31-
homomoretano, correspondentes aos picos 37 e 39 da figura 20.

iII.2.4. Esteranos e Diasteranos.

Na analise do RIC m/z 217 também forma reproduzidos os resuitados
obtidos no CENPES (figura 10), detectando-se os mesmos esteranos
normais e diasteranos listados na tabela 7, cujos picos estdo assinalados
na figura 24. Dentre os esteranos normais, foram encontrados compostos
com as diferentes estereoquimicas: Sa(H),14a(H),17a(H),20R ("aaaR");
Sa(H),14 a(H),17a(H),20S ("aacS"), Sa(H),14B(H),178(H),20R ("appR") e
Sa(H),14 B(H),17B(H),20S ("«BpS"). Em todas as amostras analisadas o
esterano mais abundante foi sempre o colestano (C27) com configuragdo
"aaaR”, seguido do 24-etil-colestano (Cag) de mesma configuragéo.
Segundo Huang e Meischein (1978), a maior abundancia de esteranos Co7

e Cog em comparagéo com C2g € indicativo da contribuicao de plantas
superiores na formacao do sedimento.
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Intensidade

62

Figura 24: RIC m/z 217 da frag&o neutra do 6leo A
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Tabela 7: Esteranos detectados através do RIC m/z 217 da fragéo HAL

(figura 24)

PICO COMPOSTO PB M15 M
56 C27-po-diacolestano (20S) 217 357 372
57 Co27-pa-diacolestano (20R) 217 357 372
58 Co27-up-diacoiestanoc (20S) 217 357 372
59  Cp7-ap-colestano 217 357 372
60 C2g-ap-metildiacolestano (20R) 217 371 386
61  C27 aox-colestano (208) 217 357 372
62 Co7-apB-colestano (20R) 217 357 372
63  Co27-app-colestanc (20S) 217 357 372

- 64 C27-aao-colestano (20R) 217 357 372
65 C2s-aac-24-metilcolestano (20S) 217 371 386
66  C28-app-24-metilcolestano (20R) 217 371 386
67  Cog-app-24-metilcolestano (20S) 217 3711 386
68  C2g-uaa-24-metiicolestano (20R) 217 371 386
69 Cog-caa-24-etilcolestano (208) 217 385 400

‘70 C29-app-24-etilcolestano (20R) 217 385 400
71 C2g-app-24-etilcolestano (20S) 217 385 400
72 Cog-naa-24-etilcolestano (20R) 217 385 400}

(1) PB = ion correspondente ao pico-base;

(2) M-15 = ion correpondente a perda de metila;
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(3) M" = ion molecular
(4) As configuracdes indicadas em cada composto da tabela como o ou B,
referem-se aos hidrogénios ligados, respectivamente, aos carbonos 13 e 17
nos diasteranos € 5, 14 e 17 nos esteranos normais.

Em seguida, na figura 25, séo apresentados os espectros de massas
do colestano (C27), do 24-metilcolestano ou ergostano (C2g) € do 24-
etilcolestano ou estigmastano (C2g)
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Figura 25: Espectros de massas dos Sa(H),14a(H),17a(H),(20R) -coles-
tano (a) , -24-metilcolestano (b) e -24-etilcolestano (c), picos 64, 68 e 72,

~ da figura 24
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E importante observar nesses espectros o ion correspondente & perda
do anel A que, conforme descrito na sec¢do IIl.1.1.7. (pag.19) apresenta
valores de mv/z iguais a 262, 276 e 290, respectivamente, para o colestano,
ergostano e estigmastano. |

Os indices calculados a partir das abundéncias relativas de
compostos detectados na fragéo neutra, através do RIC m/z 217 (figura 10;
mostrados na tabela 8, a seguir), e que sdo usualmente empregados como
parametros indicativos de estagio de maturacdo também apresentaram
valores muito proximos entre si, como no caso daqueles caiculados no RIC
m/z 191, novamente evidenciando a similaridade destes dleos, e também
nos mostram que os Oleos que estudamos s8o pouco evoluidos
termicamente.

Tabela 8 : Parametros de maturacdo calculados a partir do RIC m/z 217,
paraos 6leos A,B,CeD

Parametros Amostras
A B C D
Razdo S/ (S+R) para C ctax 0,38 | 0,36 | 0,38 | 0,40
Razdo afip / (afB+aca) para Cx (R+S) 0,28 | 0,28 | 0,29 | 0,30

(1) R e S se referem a configuragéo do carbono 20 do esterano C,
(2) app e aaa se referem as configuragbes dos carbonos 5, 14 e 17 do
esterano Co

(3) indices calculados a partir de dados do SEGEQ/CENPES/PETROBRAS
(Figura 10)

.2.5. 3-Alquil esteranos:

A deteccio de 3-alquil esteranos na fragdo de hidrocarbonetos
derivados de 4cido, de todos os 6leos, nos animou a fazer uma reanalise
das fracGes neutras, em busca destes compostos. Com esta finalidade foi
feita uma reandlise das amostras e foram estudados os RICs
correspondentes aos ions responsaveis pelo pico-base nos espectros dos
compostos desta série, onde o grupo alquil varia de metil a hexil. Estes RICs
séo os de m/z 231, 245, 259, 273, 287 e 301, respectivamente.

- Foi detectada uma série desses compostos, em menor abundancia
que na fracdo de hidrocarbonetos derivados dos &cidos, porém, com
destaque para ocomréncia de um maior nimero de isdmeros de A-metil-
esteranos. Na figura 26, sdo apresentados os RICs m/z 231, 245, 259, 273,
287 e 301, onde estdio assinalados os picos referentes a 25 (vinte e cinco)
constituintes desta série, cujas identificacbes estfo propostas na tabela 9.

Essas propostas foram feitas com base nas andlises dos respectivos
espectros de massas, levando-se em conta as abundéncias dos ions
considerados “chaves” para atribuicdo da estereoquimica dos esteranos néo
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alquilados, conforme comentarios nas paginas 22 e 23 e com base em
dados da literatura (Philp et al., 1981; Scofield, 1990; Peters e Moldowan,
1993).

As atribuicdes aos picos 73, 76, 86, 87, 92, e 95 foram confirmadas
pela co-injecéo de padroes sintéticos por nés preparados.

A ocorréncia desta série de compostos em amostras geoldgicas tem
registro recente (Summons e Capon, 1988 e 1991; Dahi et al., 1992) e sua
origem ainda n&o estd bem esclarecida, podendo ser, até entdo,
considerados como fésseis “6rfdos” (Ourisson e Albrecht, 1992).

Na segdo IV.2.7. (pag. 71) apresenta-se uma discussdo mais
detalhada sobre a ocomréncia, a detecgdo e o significado da presenga
desses compostos,

120 L;‘n"/ i ™ m". . ion 231 _}

o 3

120 [ o’ N - Ion 245 :
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Figura 26: RICs m/z 231, 245, 259, 273, 287 e 301, da fragdo neutra do éleo
A
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Tabola 9: 3-Alquil-esteranos detectados através dos RICs m/z 231, 245,
259, 273 e 287, da fragdo HAL (figura 26) .

[PICO_COMPOSTO PB M15 M
73 Cys-Paa-3-metilcolestano (20R) 231 371 386
74  C-aoa-3-metilcoiestano 231 371 386

75 Cogcaa-3-metilcolestano 231 371 386 -
76 Cyracc-3-metilcolestano (20R) 231 371 386
77  Cyoao-3,24-dimetilcolestano 231 385 400
78 Cyroana-3,24-dimetilcolestano 231 385 400
78 C.ana-3,24-dimetilcolestano 231 385 400

- 80  Cyraac-3-metil-24-etilcolestano 231 .389 .414

.81  “Cyracc-3-metil-24-etilcolestano 1231 309 -414 | -
-82  "Cyraad-3-metil-24-etilcolestano A 2231 2399 -414
"83 "Cyraac-3-metil-24-etilcolestano "231 ~399 414
84 Caraca-3-metil-24-etilcolestano 231 .399 -414
85 “Cgaaa-3-etilcolestano . .245 ~ 385 400
86 "“C-Bac-3-etiicolestano (20R) ‘245 °385 400
87 Cgaaa-3-efiicolestano (20R) 245 385 400
88 Cyraca-3-eti-24-metilcolestano 245 399 -414
89 Cyraacn-3-etil-24-metilcolestano 245 399 414
90 - Cy-aaa-3-etil-24-etilcolestano "245 413 428
91  Cyaaa-3-propilcolestano 259 399 414
82  Cyraca-3-propiicolestano (20R) 259 399 414
93 Ca-aaa-3-propil-24-metilcolestano 259 413 428
84  Cyraco-3-propil-24-etilcolestano 259 427 442
95  C,-aaa-3-butilcolestano (20R) 273 413 428
96 C.raco-3-buti-24-metilcolestano 273 427 442
97 Cax-aca-3-pentil-24-metilcolestano 287 441 456

(1) PB = ion correspondente ao pico-base;

(2) M-15 = ion comrepondente & perda de metila;

(3) M" = jon molecular

(4) As tres configuragbes indicadas em cada composto acima como a ou B,

referem-se aos hidrogémos ligados, respectivamente, aos carbonos 5, 14 e
17

!



1. ESTUDO DE BIOMARCADORES NEUTROS

ll.3. CONCLUSOES

A reandlise das fragdes neutras das amostras dos quatro Oleos
estudados, foi de fundamental importancia para nosso trabalho uma vez que
forneceu relevantes informagbes complementares aquelas resultantes das
andlises realizadas no CENPES.

O estudo destas fragbes além de evidenciar a grande similaridade
destes 6leos, mostrou a auséncia de n-alcanos e alcanos ramificados e a
ocomréncia de terpanos biciclicos, triciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos,
bem como de esteranos e alquil esteranos.

Com relacéo a origem destes amostras, foi confirmado, pela presenca
de B-carotano e pelo alto indice de gamacerano - o composto mais
abundante no RIC m/z 191 - que se tratam de 6leos oriundos de ambientes
hipersalinos o que também é reforcado pela razéo das abundancias dos
homohopanos Ca/Cs,, maior que 1, indicativa de ambiente andxico
hipersatino.

As relacbes Ts/(Ts+Tm);, Ba/(Bat+aB) Ca-hopanos; S/(S+R) Csi-
homohopanos; S/(S+R) Csocac-esteranos e aopp/(app+aaa) Cu(S+R)-
esteranos, com valores em tomo de, respectivamente, 0,31; 0,15; 0,56; 0,38
e 0,29, indicam que estes Oleos sdo pouco evoluidos termicamente.
Segundo Santos Neto e colaboradores, os Sleos da bacia Potiguar, gerados
pela formagéo Alagamar, apresentam variados graus de evolucdo térmica,
com essa evolucdo diminuindo gradativamente, a medida que estes Oleos
se deslocam para noroeste da linha de Chameira de Areia Branca e para
sudeste da linha de Estreito-Guamaré. Como o campo de Fazenda Belém
estd situado no extremo oeste da bacia Potiguar os dados aqui
apresentados estdo em concordancia com esta afirmacéo.

A densidade AP| entre 14 e 15; o indice de acidez, a auséncia de n-
alcanos e alcanos ramificados € a ocorréncia de 25-norhopano s&o
indicativos de uma amostra de Oleo em adiantado estagio de
biodegradacéo.

- Por sua vez, a deteccdo de diterpanos tetraciclicos sugere uma
contribuicdo de vegetais superiores na matéria organica depositada que deu
origem aos 6leos estudados.

No entanto, o dado mais importante foi a identificacio da série de 3-
alquil esteranos que, juntamente com a identificacdo dos correpondentes
acidos carboxilicos se constitui na principal contribuicéo deste trabalho e
que sera comentado com mais detalhe na concluséo geral.
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IV.1. INTRODUGAO
- V.1.1. Comentirios Gerais

Os acidos carboxilicos sdo os principais constituintes dos lipidios em
muitos organismos vivos e, por conseqiéncia, encontram-se também
vastamente distribuidos em sedimentos e petréleos (Behar e Albrecht,
1984)./Mesmo assim, esses compostos ndo séo rotineiramente analisados,
visango sua utilizacédo na exploracdo de petroleo, e o volume de trabalhos
encontrados na literatura € muito menor que aqueles que tratam de
biomarcadores neutros.

Entretanto, é importante destacar que os estudos realizados com
biomarcadores acidos (Kvenvolden, 1987; Seifert e Howells, 1969; Jaffé e
Gallardo, 1993) revelam o grande potencial que esses compostos
apresentam em fomecer informacdes complementares, no estudo da
geoquimica orgénica de sedimentos e 6leos, que certamente permitirdo uma
classificacdo mais refinada dessas amostras. Seifert (1975) publicou uma
excelente revisdo sobre o assunto.

Os biomarcadores acidos podem ser distribuidos em diferentes
grupos de compostos de acordo com seus esqueletos carbonicos. A segmr
alguns desses grupos de compostos serdo comentados.

IV.1.2. Acidos Graxos

Séo os constituintes acidos mais intensamente estudados em petréleo
e sedimentos. Eles sdo também os principais componentes acidos na
maioria dos organismos e persistem por um longo tempo geol6gico. Esses
compostos tém sido encontrados em uma grande variedade de petrdleo e
em sedimentos: datados desde o pré-cambriano até a idade recente
(Kvenvolden, 1987; Burlingame e Simoneit, 1968).

Na natureza predominam o0s acidos graxos com numero par de
atomos de carbonos, na faixa de C4 a Cog. Essa predominéncia também é
observada em sedimentos recentes, 0 que pode ser quantificado pelo indice
de preferéncia de carbono (CPl, carbon preference index) que, nessas
amostras, apresenta altos valores (Douglas et al., 1966; Cooper e Bray,
1863), na faixa de 2 a 5. No entanto, com a maturacdo do sedimento, a
predominéncia de compostos com numero par de atomos de carbono
geralmente diminui e o CP| se toma menor, em tomo de 1.
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O CPI € calculado normaimente em relacio as n-parafinas e reflete a_
abundéancia relativa dos n-alcanos com numero impar de carbonos sobre os
n-alcanos com numero par de carbonos (Peters e Moidowan, 1983). Este
indice pode ser caiculado em relagdo aos acidos graxos, nesse caso,
empregando-se a formula mostrada abaixo que, ao contrario do indice
calculado para n-alcanos, traduz a abundéncia dos compostos com nimero
par de carbonos sobre aqueles com numero impar (Seifert, 1975).

CPlycidos graxos = 1 [Cl6 a Cso] E [C:s a Cso]]

_ 2 E[Cls a C29] E[Cn a Csl]
onde:

YICis aC30] = somatério das abundancias dos &cidos graxos com
numero par de carbonos, de C1g a C3g; '

Y[CisaC2) = somatério das abundéncias dos &cidos graxos com
numero impar de carbonos, de C15 a Cog;

Y[Ci7a Cs1] = somatério das abundéncias dos &cidos graxos com
nimero impar de carbonos, de C17 a Caq.

Como os n-&cidos mais abundantes na natureza sdo o palmitico
(C1s), 31, e 0 estedrico (C1g), 32, que sdo também os mais abundantes em
oleos e sedimentos, o CP| para acidos graxos €, muitas vezes, calculado a
partir de uma express&o simplificada que apresentamos a seguir:

_ (C16+Cu)
Cplécidos graxos 2C1r

Onde:
Ci6,C17 < Cis 880 as abundancias dos respectivos acidos graxos.

AN TN NN NSNS CO0H

ACIDO PALMITICO (C+¢)
31

/\/\/\/\/\/\/\/\/COOH

ACIDO ESTEARICO (C15) .
32
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Ha controvérsias quanto a relagdo genética existente entre n-acidos e
n-parafinas encontrados em amostras geolégicas. Cooper e Bray, 1963
foram os primeiros a postularem esta relacdo que foi demonstrada
experimentaimente por Welt (1963): as abundéncias relativas de n-4cidos e
n-parafinas s&o quase idénticas quando sd8o comparados 0 n-acido e a
respectiva n-parafina com um atomo de carbono a menos. Isto sugere que o
~ processo global responsavel pela transformagfo de n-acido a n-parafina,
equivale a uma simples descarboxilagbo. Atuaimente é aceito que os n-
acidos sio, pelo menos em parte, os precursores dos n-alcanos formados
geoquimicamente (Behar e Albrecht, 1984).

IV.1.3. Acidos isoprendides aciclicos:

A primeira descoberta desta classe de compostos foi feita por Cason
e colaboradores (1965a), tendo como material de partida uma amostra de
acido nafténico comercial processado em refinaria. Eies confirmaram por
sintese de padrdes a presenca dos seguintes acidos isoprendides: 2,6,10-
trimetilundecandico, 3,7,11-trimetildodecandico, 2,6,10,14-tetrametilpenta-
decanéico (acido pristanico), 33 e 3,7,11,15-tetrametilexadecandico (acido
fitdnico), 34,. Apos a descoberta de Cason e colaboradores, varios
pesquisadores detectaram acidos isoprenéicos em sedimentos (Englinton et
al., 1966, Haug et al., 1967; Blumer e Cooper, 1967).

/l\/\/k/\/L/\/LC OOH

33 Acido Pristanbico

34 Acido Fitandico

Os acidos fitanico e pristdnico sdo os compostos mais estudados
dentro desta classe. Eles estdo presentes em organismos vivos, podendo
ser preservados como tal nos sedimentos (Ackman e Hansen, 1967) e
também podem ser formados a partir do fitol, oriundo da cadeia lateral da
clorofila, que é abundante em sedimentos. Bactérias halofilicas também tém
sido citadas como outra possivel fonte destes compostos (Englinton et al.,
1966).

Com relagdo a uma possivel relaco genética entre hidrocarbonetos
isoprenbides e os respectivos acidos, foi observado, por exemplo, que as
abundancias de hidrocarbonetos C1g9 e Cog sédo paralelas as abundancias
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dos 4acidos comrespondentes (Douglas et al., 1966), o que descarta uma
relacdo decorrente da simples descarboxilagdo do Aacido para gerar o
hidrocarboneto com um &tomo de carbono a menos, como foi demonstrado
para n-acidos/n-parafinas. Esta observacéo é reforcada pela abundﬁncna do
4cido isoprenéide C45, na auséncia do hidrocarboneto C14.

A questio da origem desses compostos foi analisada por McLean e
colaboradores (1968) pela determinacéo da configurago relativa e absoluta
de seus derivados ésteres metilicos. O resultado mostrou que a composi¢éo
diastereomérica & compativel com a hipotese de derivagcdo a partir da
clorofila.

IV.1.4. Acidos mono- e biciclicos:

A designacdo "acidos nafténicos” para os compostos encontrados na
fragdo acida do petréleo, advém do reconhecimento inicial da predominancia
de acidos monociclicos (com anéis de cinco e seis membros) nesta fragao,
fato ha muito relatado na literatura (Cason e Liauw, 1965; Murphy et al.,
1869; Li et al., 1990). Eles ocorrem com variados padrbes de distribuicdo de
substituintes no anel e como exemplos podemos citar o acido 2,2,6-
trimetilciclohexilacético, 3, que pode ser considerado um acido isoprendico e
o acido 3-etil-4-pentilciclohexilacético, 4, que ndo é isoprendico (Cason e
Khodar, 1966). Estes compostos tiveram suas estruturas confirmadas pelo
uso de padrbes sintéticos.

Eijj::\COOH
_ COOH

2,2, 6-tfrimetilcicloexilacético  Acido 3-etil-4-pentilcicloexilacético

Os acidos biciclicos, por sua vez, ja ndo sdo tdo comuns, havendo
poucos relatos sobre eles na literatura (Seifert e Howells 1969; Cyr e
Strausz, 1984; Li et al.,1990).

IV.1.5. Acidos terpanéicos tri- ¢ pentaciclicos:

. Estes compostos s&0 bem-conhecidos constituintes da fragéo acida
de Oleos (Seifert, 1975). Os mais abundantes sdo aqueles do tipo
queilantano, 37, que ocorrem como uma série homoéloga, variando de Cop a
C2g (Cyr e Strausz, 1984). De Co4 a Cog eles ocorrem como um par de
epimeros em C-22, em face do surgimento de um novo centro quiral nesta
posic&o. De todos eles, C21 € C24 sdo os compostos que, em geral, estéo
presentes em maior escala.
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Triciclico tipo queilantano, Cog

H4, na literatura, varios registros da ocorréncia de acidos hopanoicos
em amostras geologicas. O 4cido hopilacético, 38, por exemplo, foi
detectado em grande quantidade (50 ppm da rocha seca) em amostra
datada do eoceno (Seifert, 1975). A presenga desse composto com a
configura¢do biolégica (178(H)21p(H)), que comresponde .a configuragédo
termodinamicamente menos estavel, ocorrendo apenas como um dos
possiveis epimeros em C-22 e acompanhado da presenca do
hidrocarboneto correspondente com um carbono a menos, o 178(H)213(H)-
homohopano, é um forte indicativo de que o acido se origina diretamente do
organismo vivo e reforca a hipétese, comentada na segao IV.1.2., segundo a

qual, o hidrocarboneto deriva do acido graxo por simples descarboxilagéo
deste.

Acido hopilacético

Outros acidos hopandicos, entre 0s quais aqueles com a carboxila
diretamente ligada a C-21 e os homohopandicos tém sido detectados em
sedimentos(Schimitter et al., 1978, Bakarat e Yen, 1990). Em geral, a
- - estereoquimica predominante em amostras recentes €& a bioldgica

- (178(H),21B(H)) que, com a maturagdo, isomeriza para 17a(H),21B(H) e
17 B(H),21B(H).

Schimitter e col (1978) afirmam o ndo conhecimento, até entdo, da
ocorréncia de acidos hopanbicos em 6leos crus. No entanto, Jaffé e
Gallardo (1993), relatam em publicagdo recente a detecgio desses
compostos em amostras de petréleo e sugerem a aplicacdo da razédo entre
as abundéancias dos &cidos triciclicos e pentaciclicos (hopandicos) como
indicador de biodegradacéo de 6ieos. Devido a maior resisténcia dos acidos
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triciclicos em relacdo aos hopanbdicos, esta razdo cresce com com a
biodegradacéo. :

IV.1.6. Acidos esteranéicos:

Os &cidos carboxilicos esterandicos sdo os mais abundantes dentre
os constituintes acidos de petréleos da Califomia, chegando a corresponder
a 330 ppm do dleo cru (Seifert et al.,, 1972). Os primeiros desta classe a
serem detectados em petroleo foram os  &cidos 5a-pregnano-20¢-
carboxilico, epimeros em C-20, 39, identificados por Seifert e col. (1971).
Outros compostos também foram identificados e entre eles podemos citar o
acido 5a-colénico, 40.

COOH COOH

it

A 39 40
acido 5a-pregnano-20¢-carboxilico acido 5a-colénico

O primeiro relato da ocoméncia de caboxialquilesteranos ocorreu em
1990 (Danny et al., 1990). Posteriormente, Schaffer e col. (1993) fizeram um
relato da ocomréncia de alguns acidos 3-alquil-esteran6icos em rochas
carbonaticas e sugerem que esses compostos podem ter micro-algas como
principal fonte e assim, a presenca deles pode significar mais um “input”
destas algas do que caracteristica de ambiente marinho evaporitico.
Novamente Schaeffer e col.(1994) voltaram a relatar a ocormréncia de 3-
carbaboxi-esteranos em sedimentos de origem evaporitica e, propuseram
que estes compostos se originavam de um precursor resultante da
combinagéio, produzida por atividade microbiana, de A%-estereno com uma
molécula de agucar, o qual seria analogo ao hopanotetroi.
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IV. 2. DISCUSSAO

IV.2.1. Consideragdes Gerais

A fracdo NAF, contendo os constituintes acidos do éleo foi obtida
segundo o fluxograma 2 (pag. 6). Os constituintes desta fracdo foram
derivatizados a éster metilico (fragdo EMA) e em seguida a hidrocarboneto
(fracao HHA) e hidrocarboneto deuterado (fracédo HDA), segundo o
fluxograma 3 (pag. 7). Esses constituintes acidos foram entdo estudados na
forma de seus derivados, através da analise por CG e CG-EM das fracoes
HHA, HDA e EMA.

A analise por CG, teve como objetivo otimizar as condicoes
experimentais para posteriormente serem utilizadas no sistema CG-EM.

O estudo dos constitutintes acidos de cada 6leo, foi iniciado pela
analise da fracdo MHA, onde, como primeiro passo, foi realizada uma
“varredura” do TIC (figura 27) , visando a interpretacdo preliminar dos
espectros de massas dos constituintes mais abundantes.

3 TIC

Intensidade
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3
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I
[
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]

1+ ‘e 75
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Figura 27: TIC da fracdo HHA da amostra A

_ Na seqiéncia os RICs comespondentes aos picos-bases desses
compostos foram analisados e, logo ap6s, os RICs apropriados para
pesquisas dos derivados de &cidos correspondentes aos compostos ja
detectados na fracdo neutra: terpanos biciclicos, triciclicos, tetraciclicos e
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pentaciclicos e esteranos. Por fim, pesquisamos a ocorréncia de derivados
dos acidos lineares, através da analise do RIC m/z 74, na fragdo EMA, e dos
acidos isoprendides. Dos compostos detectados na fragdo HHA, buscava-se
a confirmac&o da ocorréncia, através da analise dos RICs apropriados, nas
fragcbes HDA e EMA.

Assim, foi feita na fragdo HHA, uma andlise dos mesmos RICs
utilizados no estudo dos diversos constituintes da fracdo neutra, dedicando,
no entanto, uma maior atencdo aos RICs correspondentes aos alquil-
esteranos, que foram 0s compostos que se mostraram em maior abundéancia
no TIC da fragdo HHA, o que ndo ocorreu no TIC da fragéo neutra (fracéo
HAL). Estes mesmos RICs foram analisados também nas fracbes HDA,
contendo os derivados deuterados, € EMA, contendo os ésteres metilicos
derivados. : ,

Com o objetivo de localizar a posi¢éo original da carboxila no acido,
foram analisados ainda, nas fragdes HDA e EMA, os RICs correspondentes
aos acréscimos de, respectivamente, uma e quarenta e quatro unidades de
massas.

Os compostos cujas ocorréncias serdo discutidas a seguir, foram
detectados na forma dos trés derivados dos acidos: hidrocarboneto (na
fragdo HHA), hidrocarboneto deuterado (na fragdo HDA) e ésteres metilicos
(na fragdo EMA).

IV.2.2. Acidos graxos:

Nas fragcdes neutras dos 6leos estudados, néo foi possivel detectar a
ocorréncia de hidrocarbonetos lineares o que é justificado pelo estagio de
'biodegradacdo em que se encontram as amostras analisadas. No entanto,
nas fragdes derivadas dos acidos, detectou-se a ocorréncia dos derivados
lineares, na faixa de Cq2 a Cog, (picos 59 a 115, na figura 28) com
predominancia dos acidos com numero par de carbonos sabre aqueles de
niimero impar e com uma maior abundéancia de C1g e C18. O RIC m/z 74 da
fracdo EMA, da amostra A, estd mostrado na figura 28 e os picos
assinalados correspondem aos compostos listados na tabela 10.

Mackenzie e col. (1981). afirmam que os acidos graxos presentes em
6leos podem ser. (i) acidos originais da rocha geradora, (ii) acidos
resultantes da biodegradagdo do dleo e (iii) acidos biossintetizados “de
novo® por microorganismos; e que a ocomréncia destes &cidos lineares
saturados, com abundéncias relativamente altas de C1g e C1g, pode ser
tomado como indicativo de atividade microbiana recente. Segundo Jaffé e
Gallardo (1993) esses acidos podem ainda ter sido incorporados durante o
processo de migragdo do 6leo. A maior concentracio relativa dos acidos
C1g e C1s, € um indicativo que estes compostos podem ser produtos de

sintese “de novo”.
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Figura 28: RIC m/z 74 da fracdo EMA da amostra A.

Tabela 10: Acidos carboxilicos lineares, detectados como ésteres metilicos
derivados, através do RIC m/z 74, da fragdo EMA (figura 26)

PICO .COMPOSTO . PB. M15 M
98 Acudo dodecandico (Cq2) 199 214
99  Acido tridecandico (C13) 213 228

100 Amdo tetradecandico (Cq4) 227 242
101 Acido pentadecandico (C45) 241 256
102 ACIdo hexadecanoico (Cqg) 255 270
103 Acido heptadecandico (C17) 269 284
104  Acido octadecanoico (C1g) 283 298
105 Acido nonadecandico (C1g) 297 312
106  Acido eicosanéico {Co0) 311 326
107  Acido heneicosandico (Co1) 325 340
108 Amdo docosandico (Co2) 339 354
109  Acido tricosandico (Coa) 353 368
110 Amdo tetracosandico (Cog4) 367 382
111 Acido pentacosangico (Cos) 381 396
112  Acido hexacosandico (Cos) 395 410
113 Acido heptacosandico (Co7) 409 424
114 Amdo octacosanoico (Cog) 423 438
115 Acido nonacosanoico (Cog) 437 452

(1) PB = ion correspondente ao pico-base;
(2) M-15 = ion correpondente & perda de metila;

(B3)M* =

ion molecular

(4) Os numeros indicados nas colunas PB, M-15 ¢ M’ , correspondem aos valores
de m/z destes ions, no éster derivado do respectivo acndo
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IV.2.3. Acidos biciclicos:

Na analise do RIC m/z 123 (figura 30) da fragdo HHA, foi detectada
uma série de derivados biciclicos, cujos picos estdo assinalados com os
nimeros 116 a 121. Esses compostos apresentam como pico-base nos
espectros de massas de seus ftrés derivados (hidrocarbonetos,
hidrocarbonetos derivados e ésteres), o0 mesmo ion m/z 123, o que &
indicativo de que, no acido original, a carboxila se encontrava ligada ao anel
B. Além da observacdo do pico-base, também foi observado nos espectros
de massas de todos esses picos, a ocorréncia do pico correspondente ao
ion molecular (M") com m/z igual 14n-2 e um pico com m/z correspondente a
perda de metila (M-15). Estes constituintes também foram observados no
derivado hidrocarboneto deuterado, onde aparecem com o acréssimo de 1
dalton. Estas observa¢bes levaram a propor, com seguranga, que esses
compostos s&o derivados de acidos biciclicos com a carboxila ligada ao
anel B ou a ramificagbes deste anel.

R4 ou Rz = COOH ou
(CH2)nCOOH

Figura 29: Estrutura genérica de acido biciclico com indicagéo
do fragmento correspondente ao pico-base do EM

Embora tenha sido detectado um menor nimero de compostos
biciclicos nos derivados de &cidos, eles se distribuem numa faixa mais
ampla de homélogos (de C,s a Cx) que 0s encontrados na fragao neutra que
abrange apenas a faixa de C,, a Cys. Deve-se observar também que a faixa
desses compostos encontrados nos derivados da fracdo acida esta
deslocada, no seu limite minimo, para um carbono a mais que os compostos
- da fragdo neutra, o que concorda com a hipétese de formagdo da fragdo
neutra por simples descarboxilagdo dos constituintes acidos.

Registros, na literatura, da ocorréncia desses compostos em petroieo
s&o muito raros, conforme comentado na segéo IV.1.4. (pag. 54).
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Figura 30: RIC m/z 123 da fragdo HHA da amostra A

Tabela 11: Acidos terpandicos biciclicos, detectados como hidrocarbonetos
derivados, através do RIC m/z 123, da fragdo HHA (figura 30)

PICO COMPOSTO PB M15 M
116 Acndo terpandico biciclico em C45 123 193 208
117  Acido terpanoico biciclico em Cis 123 207 222
118 Acido terpanoico_biciclico em C4+ 123 221 236
119 Acado terpanouco biciclico em C4q 123 2485 264
120 Ac:do terpandico biciclico em Cyg 123 263 278
121 Acido terpanéico biciclico em Cag 123 263 278

(1) PB = ion correspondente ao pico-base;

(2) M-15 = ion correpondente a perda de metila;

(3) M" = ion molecular

(4) Os numeros indicados nas colunas PB, M-15 e M*, correspondem aos de
valores de m/z destes ions, no hidrocarboneto denvado do respectivo 4cido

IV.2.4. Acidos terpanicos tetraciclicos:

Nas analises que foram realizadas nos derivados de acidos das
quatro amostras estudadas, ao contrario do que ocorreu com as analises
das fragc6es neutras, néo foi detectada a ocorréncia dos correspondentes
derivados dos acidos terpanicos tetraciclicos.

IV.2.5. Acidos terpanicos triciclicoé e pentaciclicos:

Os hidrocarbonetos, hidrocarbonetos deuterados e ésteres metilicos
derivados destes compostos foram pesquisados nas respectivas fracdes a
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partir dos RICs m/z 191, na fragcdo HHA; m/z 191 e 192, na fragdo HDA, e
m/z 191 e 235, na fragdo EMA. Em todas estas fracfes esses compostos
foram detectados através do RIC m/z 191 (figuras 24 e 27).

Tal fato € uma evidencia de que a carboxila original do acido né&o
estava ligada ao sistema de anéis "AB", caso contrario, 0s acréscimos de
massa correspondentes ao deutério, na fragdo HDA, e ao éster metilico,
na fragdo EMA, teriam se refletidlo em um aumento das massas dos
respectivos fragmentos "AB", o0 que faria com que esses compostos
fossem detectados através dos RICs m/z 192, na fragcdo HDA e m/z 235,
na fragdo EMA.

R4 ouR, = COOH
n=1ab

Figura 31: Estrutura genérica de acido triciclico com indicagéo
do fragmento correspondente ao pico-base do EM

: Os picos correspondentes aos terpanos triciclicos detectados na
fragdo HHA estdo mostrados na figura 32 (picos 122 a 126) e as
respectivas atribuicbes estdo na tabela 12. A identificacdo desses
compostos foi proposta com base na andlise de seus espectros, onde
observou-se 0 pico-base m/z 191 para os tres derivados, e 0s picos
correspondentes ao ion molecular (M, com m/z 14n-4) e a perda de metila
(M-15). Esses dois picos aparecem nos derivados: hidrocarboneto
deuterado e éster, com o acréscimo de, respectivamente, 1 e 44 daltons
no valor de m/z, o que nos indica que no acido original a carboxila se
encontrava ligada ao anel C. Estas observacbes levaram a propor a
identificagdo desses compostos como sendo acidos terpandicos triciclicos.
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Figura 32: RIC m/z 191 (terpanos triciclicos) da fracdo HHA da amostra A

Tabela 12: Acidos terpandicos triciclicos, detectados como hidrocarbonetos
derivados, através do RIC m/z 191, da fragdo HHA (figura 32)

PICO COMPOSTO PB M-15 M’
122 Acido terpanoico triciclico em C,, 191 275 290
123  Acido terpandico triciclico em C, 191 289 304
124 Acido terpandico triciclico em Co, 191 303 318
125  Acido terpandico triciclico em C,, 191 317 332
126 Acido terpandico triciclico em C,¢ 191 331 346

(1) PB = ion correspondente ao pico-base;
(2) M-15 = ion correpondente a perda de metila:

(3) M* = ion molecular -

(2) Os numeros indicados nas colunas PB, M-15 e M"*, correspondem aos de.

valores de m/z destes ions, no hidrocarboneto derivado do respectivo acido.

A abundéncia relativa de acidos triciclicos sobre pentaciclicos (T/P) é
proposta por Behar e Albrecht (1984) como um indicador de biodegradacao

em face da substancialmente maior resisténcia dos primeiros. Nas amostras

analisadas, esta relacéo entre os derivados acidos é maior que a relagéo
entre os comrespondentes hidrocarbonetos da fragdo neutra, no entanto, a
abundancia dos acidos pentaciclicos ainda é significantemente superior a
dos triciclicos, como pode ser visto na figura 33, a seguir.
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Os pentaciclicos hopandides foram detectados através do RIC m/z
191 (figura 35, picos 127 a 151), e os compostos correspondentes aos picos
129 a 151 foram confirmados através da analise dos RICs m/z 205, 219,
233, 247, 263 e 275, da fragdo HHA (figura 36) ; m/z 206, 220, 234, 248, 264
e 276, da fragho HDA (figura 37) e 249, 263, 277, 291, 307 e 319, da fragdo
EMA (figura 38), cujos valores, considerando z=1, correspondem &s massas
dos fragmentos "DE" dos respectivos derivados.

Fragéo HHA, X= CH3
N Fragsio HDA, X= CHpD
Fragdo EMA, X= COOCH3

Figura 34: Estrutura molecular e principais fragmentos de massa de
derivados de Acidos terpanicos hopandides

O estudo destes RICs associado com a analise dos espectros de
massas correspondentes aos diversos picos, com dados da literatura e com
os dados obtidos no estudo da fragdo neutra, levaram a propor a
identificagdo desses compostos como sendo os listados nas tabela 13 e
assinalados no RIC m/z 191 da figura 35.

Na analise dos espectros dos compostos representados pelos picos
127 e 128 destaca-se, como fundamentais para suas identificagdes, a
ocorréncia de:
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(1). Pico-base m/z 191, correspondente aos fragmentos “AB" e “DE”
nos hidrocarbonetos neutros (fracdo HHA) e somente ao fragmento “AB” nos
derivados deuterado (fragdo HDA) e éster (fracdo EMA). O pico
correspondente ao fragmento “DE” apresentou m/z 192 na fragéo HDA e 235
na fracédo EMA,; |

(2) Pico com m/z 369 (fragmento “ABCDE"), observado em todos os
tres derivados (HHA, HDA, EMA), indicando incontestaveimente que no
acido a carboxila se encontra na ramificagéo ligada a C-21;

(3), Os picos correspondentes ao ion molecular e a perda de metila
(M-15), com valores de m/z, respectivamente, 412 e 397 para os
hidrocarbonetos (fragdo HHA), 413 e 398 para os hidrocarbonetos
deuterados (fracdo HDA) e 456 e 441 para os ésteres (fracdo EMA),
concordantes com 0 que se esperaria para um hidrocarboneto pentaciclico
saturado, com trinta atomos de carbonos (CiyHsy) © seus respectivos
derivados, monodeuterado e éster metiiico.

A distingdo entre os isdbmeros hopano e moretano foi feita com base
nos seus tempos de retencao.

Na andlise dos espectros de massas dos demais pentaciclicos, as
séries de homohopanos e homomoretanos, também sedestaca como
importantes para suas identificagbes a ocomréncia dos picos
- correspondentes aos ions moleculares e aos mesmos fragmentos acima
citados: “M-15", “AB*, “DE* e “ABCDE". Todos estes compostos
apresentaram o pico correspondente ao fragmento “AB” com m/z igual 191 e
0 pico correspondente ao fragmento “ABCDE” igual a 369, em todos os trés
derivados de écido, indicando que, também nestes compostos, a carboxila
do acido original se encontra ligada a ramificacdo em C-21. O ion molecuiar
e os demais fragmentos que incluem a ramificacdo em C-21 apresentaram
valores de m/z acrescidos de 14 daltons para cada CH, homologado. A
diferenciagdo entre os isdbmeros homohopanos e homomoretanos foi feita
com base na razdo entre as abundancias relativas dos picos
correspondentes aos fragmentos “AB” e “DE". Nos primeiros esta razdo é
maior que 1, enquanto que nos homomoretanos a mesma razido e menor
que 1. A identificacdo dos epimeros em C-22 (R e S) das duas séries foi
estabelecida com base nos tempos de reten¢io: o epimero 22S elui primeiro
que o0 22R.
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Figura 35: RIC m/z 191 (terpanos pentaciclicos) da fragdo HHA {(amostra A).

o128 13! Ion 285
BM — —_— —
a3 138 Ion 219
133
e 132 13m
et e A A A P
@ ” fon 233
1
18e 137 128139
\
g e Tan 24/
14
8 l@e; \O 141142 145
= a A A
: I
g ° Ton 261
= 146
= |eo 144 145 147
Q lon 275
150

180
s@ \ 148 g [\ s
EM“,'*. e e ) e el e A A

68 70 72 74 76 78 ap g2 84 86 as
_ Tempo (min) Lo L

Figura 36: RICs m/z 205, 219, 233, 247, 261 e 275 da fragdo HHA, da
amostra A
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Tabela 13: Acidos terpanticos pentaciclicos, detectados como
hidrocarbonetos derivados, através do RIC m/z 191, da fracédo

HHA (figura 35)

PICO COMPOSTO PB M15 M
127 (31) Caxp-Acido af-hopanéico 191 397 412
128 (35) Cx-Acido Pa-moretantico 191 397 412
129 (37) Cx-Acido ap-homohopanéico (228) 191 411 426
130 (38) Cy-Acido aB-homohopanbico (22R) 191 411 426
131 (39) Cay-Acido pa-homomoretandico 205 411 426
132 (40) Cx-Acido ap-bishomohopandico (22S) 191 425 440
133 (41) Cx-Acido ap-bishomohopandico (22R) 191 425 440
134 (42) Caxp-Acido Ba-bishomomoretanoico (22S) 219 425 440
135 (43) Ca-Acido Ba-bishomomoretandico (22R) 219 425 440
136 (44) Cas-Acido ap-trishomohopanéico (228) 191 439 454
137 (45) Cas-Acido ap-trishomohopanéico (22R) 191 439 454
138 (46) Cax-Acido Ba-trishomomoretantico(228) 233 439 454
139 (47) Cas-Acido Ba-trishomomoretan6ico(22R) 233 439 454
140 (48) Cas-Acido ap-tetrakishomohopanéico (22S) 191 453 468
141 (49) Ca-Acido ap-tetrakishomohopanéico(22R) 191 453 468
142 (50) Cs-Acido a-tetrakishomomoretandico (22S) 247 453 468
143 (51) Ca-Acido Ba-tetrakishomomoretanoico (22R) 247 453 468
144 (52) Cas-Acido ap-pentakishomohopanéico (225) 191 467 482
145 (53) Cas-Acido ap-pentakishomohopantico (22R) 191 467 482
146 (54) Cgs-Acido pa-pentakishomomoretandico (22S) 261 467 482
147 (55) Caxs-Acido Ba-pentakishomomoretandico (22R) 261 467 482
148 Cas-Acido aB-hexakishomohopanéico (228) 191 481 496
149 Ca-Acido a-hexakishomohopanéico (22R) 191 481 496

150 Cas-Acido Ba-hexakishomomoretandico (228) 275 481 496
151 Ce-Acido Ba-hexakishomomoretandico (22R) 275 481 496

(1) PB = ion correspondente ao pico-base;

(2) M-15 = ion correpondente & perda de metila;

(3) M* = ion molecular :

(4) Os numeros indicados nas colunas PB, M-15 e M", correspondem aos de
valores de m/z destes ions, no hidrocarboneto derivado do respectivo &cido

(5) af = 17a(H),21B(H) e Ba=17p(H),21a (H)

(6) Os picos 129 a 151 (écidos homohopanodicos @ homomoretandicos) foram
confirmados através dos RICs m/z 205, 219, 233, 247, 261 e 275, da fragio HHA (
figura 36) ‘

(7) Os numeros colocados entre parénteses na primeira coluna da tabela s&o dos
picos dos correspondentes hidrocarbonetos detectados na fragéo HAL

(8) Nas séries de homohopanos e homjomoretanos, as homologagdes se dao,
- sequencialmente, nos carbonos 30, 31, 32, 33,34e 35
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Na tabela 13 pode-se observar a inclusdo de mais um homdlogo da
série dos homohopanos e dos homomoretanos, que nao foram detectados
na fragdo neutra: sdo os hexakishomohopano e hexakishomomoretanos.
Estes compostos néo sdo inéditos, mas a deteccdo deles é pouco comum,
com as séries de homoiogos de hopano e moretano limitando-se, em geral,

aos membros até Cas (pentakis).

—_— .

Figura 37: RICs m/z 206, 220, 234, 248, 262 e 276 da fracdo HDA, da

Amostra A
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O perfil do RIC m/z 191 dos derivados de acido é significativamente
diferente do perfil deste mesmo RIC da fragdo neutra. Como pode ser visto

na figura 39 (pag. 69), que mostra os RICs das duas fragdes.

Nos derivados de acidos observamos um substancial aumento relativo
dos homohopanos e homomoretanos e ndo deteccdo dos nor-hopanos.
Também observamos, através dos RICs 205, 219, 233, 247, 261 e 275
(figura 36) um significativo aumento das abundancias relativas dos

homomoretanos com configuracédo 22S.

70



€studo de Constituintes Acidos Discussdo

zea] I Ion 235
Q

Ion 249

tee .
prstrigard o rhaarirtirrvdinb it o
he Posmigs
a

Ion 263

: §
[

!

f

r

" Intensidade
]l 4
-
o
-
o
4

1 @@ .
S N A .\ ., AJ\ h
@- ——— T ¥ Y T T——

a2 a2 04 8s8 aa 1 a2 94 96
Tempo (min) -

Figura 38: RICs m/z 235, 249, 263, 277, 291, 305 e 319 da fragdc EMA, da
amostra A.
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Figura 39: RIC m/z 191 da fragdo HAL e da fragcdo HHA do dleo A
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IV.2.6. Acidos esterandicos:

A andlise do RIC m/z 217 mostrou a ocorréncia de apenas trés
compostos (152, 153 e 154, assinalados na figura 40 e listados na tabela
14) cujos espectros apresentavam este ion como pico-base, o que difere
muito do grande numero de compostos identificados a partir desse mesmo
RIC na frag&o neutra.

———— . ——— ——— — . = . . — i+ — s o o —————

1

Intensidade

; %Awwm "

g — Py g g g w - . l

64 cs &8 70 I

Figura 40: RIC m/z 217 da da fracdo HHA, da amostra A.

Tabela 14: Acidos esterandicos, detectados como hidrocarbonetos
derivados, através dos RICs m/z 217, da fragao HAL (figura 40)

PICO COMPOSTO ' - PB M-15 M’
152  Cgg-Acido 24-metilcolestandico 217 371 386
153 ng-ACldO 24-metilcolestanoico 217 371 386
154 Cag-Acido 24-etilcolestandico 217 385 400

(1) PB = ion correspondente ao pico-base;

(2) M-15 = ion correpondente a perda de metila;

(3) M* = ion molecutar

(4) Os numeros indicados nas colunas PB, M-15 e M*, correspondem aos
valores de m/z destes ions, no hidrocarboneto derivado do respectivo acido

Nos derivados da fragdo acida estes compostos se tomaram
escassos ao tempo em que houve um aumento dos derivados A-alquilados,
menos abundantes na fragido neutra. Fato que pode ser faciimente
visualizado na figura 41 mostrada a seguir
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IV.2.7. Acidos alquil-esteranéicos:

A andlise preliminar dos espectros de massas dos principais
constituintes do TIC (figura 27) da fragdo HHA, de cada odleo, indicou a
ocorréncia de uma serie de compostos, cujos espectros apresentavam um
padrao semelhante aos esteranos. Esses espectros (figura 42) mostravam,
como principal caracteristica, picos-bases com m/z igual a 217+14n.
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Flgura 42: espectros de massas dos compostos correspondentes aos picos
a,b,c,d da figura 27 (pag. 57)
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Analisando os espectros, verifica-se que eles apresentam os
seguintes ions caracteristicos: :

Espectro a: ions m/z 163, 231 (pico-base), 262, 371 e 386;

Espectro b: ions m/z 177, 245 (pico-base), 262, 385 e 400;

Espectro c: ions m/z 191, 259 (pico-base), 262, 399 e 414,

Espectro d: ions myz 205, 273 (pico-base), 262, 413 e 428.

Estes dados estdo compativeis com uma série homéioga de A-
alquilcolestanos, como pode ser visto na figura 43, mostrada a seguir. Os
dois primeiros e dois Gitimos ions de cada espectro podem ser atribuidos a
fragmentos que contém o anel A: fragmentos "AB", "ABC", "M-15" e "M+" ; e
o ion presente em todos os espectros, o ion 262, corresponde ao fragmento
que néo contém o anel A: fragmento "BCD", com R igual a hidrogénio.

.ABCI

m/z= 231+14n . __
'ABH

m/z= 163+14n . _

O
"BCD"
miz=261+R

Figura 43: estrutura molecular e principais fragmentos de massa de
esteranos

A detecgdo desses compostos despertou a atengdo para a
importancia de se pesquisar, mais amiude, os RICs comrespondentes a seus
picos-bases, estendendo essa pesquisa a possivel ocorréncia de homélogos
superiores. Como resultado, constatou-se a presengca de uma série de
alquil-esteranos, com o grupo alquila ligado ao anel A variando de metil a
hexil e, com o fon que atribuimos ao fragmento "BCD", apresentando
valores de m/z 262, 276 e 290, o que pode ser associado & ocorréncia das
- séries de A-alquilcolestanos, -ergostanos e - estigmastanos,
respectivamente. Estes compostos estdo assinalados na figura 44, com os
nimeros de 155 a 202, e estdo listados na tabela 15. A ocorréncia destes
compostos foi confirmada pela detecgdo dos respectivos derivados nas
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fracdes de hidrocarbonetos deuterados (figura 45) e éster metilico (figura
486). - :

As propostas de identificacéio desses compostos foram feitas com
base nas analises dos espectros de massas correspondentes a cada pico e
comparacdo com dados da literatura, sendo que, os compostos 155, 157,
161, 164, 171, 179 e 181 coeluiram com padrdes sintéticos, corroborando as
atribuicdes propostas com base nas andlises de seus espectros de massas.

Em cada composto, a definicéio do grupo alquila ligado ao anel A foi
feita com base no valor de m/z para o pico-base: 231 para metil, 245 para
etil, 259 para n-propil, 273 para n-butil, 287 para n-pentil e 301 para n-hexil.
A atribuic&o de cadeia normal para os substituintes partir do propil baseou-
se no fato de que os tempos de retengdo relativos desses compostos,
sugerem que se trata de uma série de homologagdes lineares. Isto foi
confirmado para o caso das coinjegdes comentadas mais a frente.

A localizacdo do grupo alquila no anel A foi confirmada pela
observac@o do acréscimo de massa, correspondente ao respectivo grupo
alquila, em todos os fragmentos que contém esse anel (figura 43).

A posicéo do anel, ocupada pelo grupo alquila em cada composto, foi
proposta a partir da andlise dos seus espectros de massas e comparagio
com dados da literatura. Um dado importante para isto foi a observacéo da
razdo entre as abundancias relativas do ion molecular (M+) e do ion
correspondente a perda de metila (M-15). Nos espectros dos padrdes (3-
alquil) esta relacéo é sempre menor que 1, enquanto que nos espectros dos
4-alquil esteranos encontrados na literatura essa relacdo & sempre maior
que 1, o que indica que, de alguma forma, a presenca do grupo alquila na
posicdo 3 favorece mais a perda de metila, que na posicdo 4. '

Em analogia com os esteranos ndo alquilados, cuja razdo entre as
abundéncias relativas dos ions 149 e 151 varia de acordo com a geometria
da juncao de anéis A/B, sendo maior que 1 para a jungdo TRANS, 5a(H), e
menor que 1 para a jungdo CIS, 58(H), a estereoquimica do hidrogénio
ligado a C-5 (« ou B), nos alquil-esteranos identificados neste trabalho, foi
atribuida com base na observacfio da razdo entre as abundancias relativas
dos picos com m/z “149+14n° e “151+14n", onde n corresponde ao nimero
de carbonos do grupo alquila ligado ao anel A: maior que 1 para 5a(H) e
menor que 1 para 5p(H).

A identificacéio do grupo R ligado a C-24 foi feita com base no valor
de m/z para o fragmento “BCD”, 262 para hidrogénio, 276 para metii e 290
para etil. Um composto dimetilado na ramificagio superior (em C-17)
também geraria um ion “BCD” com m/z igual a 290, no entanto, nossa opgéo
pelo. grupo etil em C-24, em vez de dimetil, se deu pelo fato desses
compostos apresentarem espectros semlhantes ao do 24-etilcolestano,
especiaimente no que diz respeito a abundéncia de M-15, que no caso do
dimetil seria relativamente maior.
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Figura 44: RICs m/z 231, 245, 289, 273, 287 e 301 da fragcdo HHA, da

amostra A

Tabela 15: Acidos 3-Alquil-esterandicos, detectados como hidrocarbonetos
derivados, através dos RICs m/z 231, 245, 259, 273, 287 e 301,

da fragcdo HAL (figura 44)

PICO COMPOSTO PB M15 M |
1565  Co2g - Acido Bao-3-metilcolestanoico (20R) 231 371 386
156  C28 - Acido aoa-3-metilcolestandico 231 371 386
157  C28 - Acido aoa-3-metilcolestandico (20R) 231 371 386
158  C2g - Acido aca-4,24-dimetiicolestandico 231 385 400
159  Cagp - Acido aaa-3-metil-24-etilcolestanéico 231 399 414
160  C3p - Acido aaa-3-metil-24-etilcolestandico 231 399 414

- 161 C29 - Acido Boa-3-etilcolestandico (20R) 245 385 400
162 C29 - Acido aaa-3-etilcolestandico 245 385 400
163 C29 - Acido aaa-3-etilcolestandico 245 385 400
164  C2g - Acido aaa-3-etilcolestandico (20R) 245 385 400
165 C30 - Acido paa-4-etil-24-metilcolestandico 245 399 414
166 C30 - Acido aco-4-etil-24-metilcolestandico 245 399 414
167 . C30 - Acido aaa-3-etil-24-metilcolestansico 245 399 414
168 . C3aq - Acido aao-3-etil-24-etilcolestandico 245 413 428
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Tabela 15: Continuacéo... ,
PICO COMPOSTO PBE_ M-15 M |
169  Ca1 - Acido aoa-4-etil-24-stilcolestandico 245 413 428
170  C31 - Acido aoa-3-etil-24-etilcolestandico 245 413 428
171 C30 - Acido Baa-3-propilcolestanéico (20R) 259 399 414
172  C30 - Acido aao-3-propilcolestanéico 259 399 414
173  C30 - Acido aca-3-propilcolestandico 259 399 414
174  C3p - Acido aao-3-propilcolestandico (20R) 259 399 414
175  C31 - Acido aaa-3-propil-24-metiicolestandico 259 413 428
176 Ca1 - Acido aca-3-propil-24-metilcolestandico © 259 413 428
177 C32 - Acido aaa-3-propil-24-etiicolestandico 259 427 442
178  C32 - Acido aaa-3-propil-24-etilcolestandico 259 427 442
179  C31 - Acido Baa-3-butilcolestandico (20R) 273 413 428
180  C31 - Acido aaa-3-butilcolestantico 273 413 428 |
181  C31 - Acido aoca-3-butilcolestanéico (20R) 273 413 428
182  C32 - Acido Baa-3-butil-24-metilcolestandico 273 427 442
183  C32 - Acido aca-3-butil-24-metilcolestandico 273 427 442
184  C32 - Acido aca-3-butil-24-metiicolestandico 273 427 442
185  Ca3 - Acido Baa-3-butil-24-etilcolestandico 273 441 456
186  Ca3 - Acido aoa-3-butil-24-etilcolestanéico 273 441 456
187  Ca3 - Acido aowx-3-butil-24-etilcolestandico 273 441 456
188  C32 - Acido Baa-3-pentilcolestandico 287 427 442
189  Ca32 - Acido aaa-3-pentiicolestandico 287 427 442
190  C32 - Acido aaa-3-pentilcolestantico 287 427 442
191 Ca3- Acido aaa-3-pentil-24-metilcolestandico 287 441 456
192  Ca3 - Acido ao-3-pentil-24-metilcolestandico 287 441 456
193  C34 - Acido Baa-3-pentil-24-etilcolestantico 287 455 470
194  Ca34 - Acido aoa-3-pentil-24-etilcolestanéico 287 455 470
195  C3a4 - Acido aoa-3-pentil-24-etilcolestanbico 287 455 470
196  C34 - Acido aaa-3-pentil-24-etilcolestandico 287 455 470
197  C33 - Acido aaa-3-hexilcolestantico 301 441 456
198  Ca3 - Acido ao-3-hexilcolestandico 301 441 456
199  Cas - Acido aax-3-hexilcolestandico 301 441 456
200  C34 - Acido caa-3-hexil-24-metilcolestandico 301 455 470
201 C34 - Acido aaa-3-hexil-24-metilcolestanéico 301 455 470
202  C35 - Acido aaa-3-hexil-24-etilcolestandico 301 469 484

(1) PB = ion correspondente ao pico-base;
(2) M-15 = ion comrepondente a perda de metila;
(3) M* = jon molecular
(4) Os numeros indicados nas colunas PB, M-15 e M’, correspondem aos de

valores de m/z destes ions, no hidrocarbonsto derivado do respectivo acido

(5) As tres configuragbes indicadas em cada composto acima como o ou 8,
referem-se aos hidrogénios ligados, respectivamente, acs carbonos 5, 14e 17
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Para confirmar as identificagSes dos 4cidos e hidrocarbonetos desta
“nova classe” de compostos, detectados por CG-EM, foi sintetizada uma
série de padrdes que sdo apresentados no capitulo “sintese de J-alquil
esteranos”. '

A sintese destes compostos permitiu o conhecimento seus padrGes de
fragmentacdo em espectrometria de massas e a comparacio de seus
~ espectros com os dos compostos que detectados nas amostras aqui
estudadas.

Por outro lado, por co-injego direta com a fragéo neutra, ratificou-se
a identificacfo dos seguintes hidrocarbonetos:

1. 3p-metil-5a(H)-colestano '

2. 3p-etil-5a(H)-colestano

3. 3B-n-propil-5a(H)-colestano

4. 3B-n-butil-5x(H)-colestano

5. 3a-metil-5p(H)-colestano

6. 3a-etil-5p(H)-colestano '

A co-injegdo destes mesmos padrbes com os hidrocarbonetos
derivados da frac&o &cida, confirmou a identificagdo dos &cidos:

1. 38-metil-5a(H)-colestandico

2. 3p-eftil-5a(H)-colestandico

3. 3p-n-propil-5a(H)-colestandico

4. 3p-n-butil-5a(H)-colestanbico

5. 3a-metil-5p(H)-colestanbico

6. 3a-etil-5p(H)-colestantico

7. 3a-n-propil-5p(H)-colestanéico

8. 3a-n-butil-58(H)-colestandico

Na figuras 47 e 48, apresentadas ao final deste capitulo, séo
mostrados os cromatogramas resultantes das co-inje¢des dos padrbes das
séries 5a(H) e 58(H) com a fragdo de hidrocarbonetos derivados da fracéo
écida e na figura 49 s&o apresentados os espectros de massas dos picos
resultantes das co-eluicdes.

A primeira citagdo de compostos deste tipo foi feita em 1988 por
Summons e Capon, em comunicagdo ao Geochimica et Cosmochimica Acta,
onde relatam, pela primeira vez, a ocoméncia de 3p-metil esteranos em
sedimentos maturos e petrdleo, e afirmam que seus precursores biolégicos
séo ainda desconhecidos. Em 1990, Dany e colaboradores comunicam,
também pela primeira vez, a ocoméncia de 3p-carboxi esteranos em
sedimentos, aos quais denominam de “‘uma nova familia de esteranos
fésseis®. Em 1991, novamente Summons e Capon, comunicam a
identificagcdo de 3p-etil esteranos em sedimentos e petrdleo e sugere que
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estes compostos podem resultar de modificagdes microbianas de esterenos
sedimentares, durante a fase inicial de diagénese.

Somente em 1992, no entanto, a ocorréncia de uma série completa de
3-aiquil esteranos foi relatada. Naquele ano, como resultado do trabalho da
presente tese, foi feita, no lll Congresso Latino Americano de Geoquimica
Orgénica, em Manaus-AM, o primeiro registro (Lopes et al. 1992) da
ocorréncia de uma variedade de acidos 3-alquil esteranéicos, com:

(i) configuragées 5a(H) e 5p(H);

(ii) nimero de carbonos do grupo ligado a C-3, variando de 1 a 6;

(iii) hidrogénio (série dos colestanos), metil (série dos ergostanos) ou

etil (série dos estigmastanos) ligado a C-24.

Conforme ja discutido anteriormente, estes compostos foram
detectados nas fragbes de hidrocarbonetos, hidrocarbonetos deuterados e
ésteres metilicos, todas derivadas das fracdes acidas dos Oleos estudados
e, posteriormente, em menor abundancia, na forma dos correspondentes
hidrocarbonetos, nas fragdes neutras dos mesmos 6ieos.

No mesmo ano, Dahl e colaboradores relataram em comunicagio 2
revista Nature (Dahl et al.,, 1992), a ocomréncia da mesma série de
hidrocarbonetos, porém restrita aos compostos com configuragdo Sa(H), a
quem denominaram “‘uma nova classe de produtos naturais revelados em
petréleo”. Eles obtiveram os 3p-aiquil 5a(H)-esteranos a partir da reducdo
com niquel de Raney dos comrespondentes organossulfurados e, por
analogia com os hopanos, sugeriram como Seus precursores um composto
formado a partir da adigiio de uma molécula de aglicar ao Aestereno,
produto resuitante da alteragéo diagenética de esterdis.

Em 1993, Schaeffer e colaboradores publicaram a ocorréncia da série
de acidos carboxilicos, também restrita aos compostos com configuracio
Sa(H), em rochas carbonéticas e sugeriram que a presenca desses
compostos, mais que indicativa de ambientes evaporiticos, como até entéo
se dizia, seja caracteristica de depdsitos com um alto “input®™ microbiano.

Fica, portanto, evidente a importéncia da identificacdo desses
compostos no presente trabalho uma vez que isto significou:

(I) a descoberta, simultinea com Dahl e colaboradores, desta série
dos 3p-alquil S5a(H)-esteranos;

(iiy o primeiro registro - que ainda continua inédito - da série dos
isdbmeros com configuragdo 5p(H) e

~ (iii) o primeiro registro da ocorréncia dos respectivos derivados acidos
Sa(H) e 58(H) em petréieo.
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||v. ESTUDO DE BIOMARCADORES ACIDOS . |

~ IV.3. CONCLUSOES

O estudo da fragdo 4cida revelou a presenca de acidos lineares, com
predominéncia de C,; e Cq, de acidos terpandicos biciclicos e triciclicos,
acidos hopanticos, acidos esterandicos classicos e Acidos alquil
esterandicos.

/A presenca de acidos lineares sugere que a biodegradaco destes

6leos néo atingiu niveis t4o elevados como se supunha em face do perfil da
fragéo neutra. A predominéncia de C,; e C,; observada entre estes acidos,
sugere a ocomréncia de sintese “de novo”.
' A relacéo &cidos triciclicos/ 4cidos hopanéicos mostra um aumento da
abundéncia relativa dos primeiros, quando comparada com a mesma
relacdo nos correspondentes terpanos detectados na fragdo neutra;
entretanto, ainda ha uma significativa predominancia dos acidos hopandicos
0 que também confirma um nivel de biodegragéo intermediaria.

Dentre os acidos esterandicos, aqueles considerados classicos estio
praticamente ausentes, havendo uma predominancia dos Acidos 3-aiquil
esterandicos, abundantes nos quatro 6leos estudados. ldentificamos toda
uma série de biomarcadores dos grupos colestano, ergostano e
estigmastano, com configuragdes Sa(H) e 58(H). Esses compostos uma vez
evidenciados como dacidos foram pesquisados e identificados em menor
proporgéo nas fragdes neutras, perfazendo um total de 73 constituintes. Este
fato, que consideramos como a principal contribuicdo deste trabaiho, é de
grande relevancia na quimica dos biomarcadores, uma vez que ha poucos
registros de suas ocorréncias na literatura e nenhum deles relata um grupo

té4o grande de compostos, sendo ainda inéditos o registro da série de
biomarcadores com configuracéo Sp(H).

Alguns autores (Dahl et al., 1992; Peters e Moldowan, 1993) sugerem
que estes compostos séo formados a partir da adigo de uma molécula de
aglicar a A%esterenos. Entretanto, a hipétese de se tratarem de derivados
de: produtos naturais de origem desconhecida ndo pode ser, a prion,
excluida.

Todos os biomarcadores desta classe, descritos na literatura e

- também nesse- trabalho foram detectados em' éleos ou extratos de
- sedimentos de origem marinho-evaporitica ou carbonaticas, de onde
deduzimos que se tratam de substancias cuja diagénese esta relacionada a
ambientes salinos
_ ~ Tais compostos adquirem, pelo seu elevado niimero e diversidade
- estrutural, uma grande importéncia que requer estudos mais aprofundados,
inclusive de paleoambiente, para que se possa entender o seu papel e
- esclarecer melhor sua origem.
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|’ V. SINTESE DE 3-ALQUIL ESTERANOS . {]

V.1. INTRODUGAO

No estudo dos biomarcadores presentes em 6leos da Bacia Potiguar
foi identificada uma série de compostos novos, da classe dos 3-alquil
esteranos e dos comrespondentes acidos carboxilicos. Essa identificagéo foi
feita com base na interpretaco dos espectros de massas desses
compostos, obtidos através das andlises por CG-EM, quando, através da
observacéo dos padrées de fragmentagéo chegou-se, na maioria dos casos,
a atribuico, inciusive da estereoquimica .dos importantes centros
assimétricos C-5 ‘e C-14 do sistema ciclopentanoperidrofenantreno
(esteroidal).

A novidade estrutural, incluindo compostos com estereoquimica
5B(H), e o grande numero de compostos identificados, despertou, de
imediato, a.atenc&o para a importancia geoquimica deste resultado e para a
necessidade de sua confirmac¢éo. Em face disso, tomou-se tarefa obrigatéria
a sintese, se ndo de todos, pelo menos.de alguns biomarcadores, para
possibilitar o estudo de seus padrdes de fragmentagdo em espectrometria
de massas e a comparagéo com os dados resuitantes das andlises de 6leos
realizadas no presente trabalho, bem como com dados da literatura. Estas
sinteses posibilitariam também, através da co-injegéo desses padrdes, a
confirmacéo das identificacBes propostas.

Como ja foi comentado no capitulo anterior, os 3-alquii esteranos
identificados pertencem as séries de 5a(H) e 58(H) colestano, ergostano
(24-metilcolestano) e estigmastano (24-etiicolestano). Em virtude da
limitacdo de tempo e da disponibilidade de material de partida, decidimos
restringir as sinteses aos biomarcadores das séries Sa(H) e S5B(H)
colestano. A estratégia de sintese utilizada seria partir de reagentes com
estereoquimica definida e trabalhar com reagdes quimicas que nos
levassem a obter os compostos com a configuracdo desejada ao nivel dos
carbonos 5 e 3 do sistema esteroidal.

Foram escolhidas rotas envolvendo reagdes classicas, visto que o
objetivo primordial era a obtencdo de padrdes e néio o estudo de
metodologias sintéticas. O colesterol era a matéria-prima mais barata e
acessivel e entdo decidiu-se pela sua utilizagiio como substrato de partida.

A primeira idéia foi a de proceder a hidrogenagéo do colesterol e em
seguida a sua oxidacdo, para obter a mistura de cetonas
diastereoisoméricas, S5a(H) e 5p(H), que seriam separadas e entdo .
utilizadas como “synthons” para a preparac@o das duas séries de padrbes;
no entanto, ja na primeira etapa do processo surgiram problemas uma vez
que a esperada simples hidrogenacéio do colesterol ievava simuitaneamente
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a desoxigenagéo do produto, dando como resultado uma mistura de
colestanos Sa(H) e 5p(H) que nao era interessante, uma vez que esses
compostos n&o possuiam mais o sitio reativo em C-3, indispensavel para a
sequéncia de ragcdes que deveria ser feita para a obtencéo dos padrdes
desejados.

Em face disto, optou-se pela oxidagdo do colesterol, seguida de
isomerizacdo para se obter a cetona o,B-insaturada que, apds
hidrogenacéo, catalitica poderia fomecer uma mistura das cetonas
diastereoisoméricas desejadas ou, dependendo das condigdes reacionais
uma ou outra destas cetonas.

V.2. OBTENGAO DA COLESTA-4-EN-3-ONA

A primeira etapa da rota consistia, entdo, na oxidagéo do colesterol
para colesta-4-en-3-ona. Para isto, foi escolhido o método de Jones
(oxidagdo com CrO3, H*), seguido de isomerizagdo em meio alcalino, para
enrniquecer o produto em relacio a cetona desejada (ap-insaturada),-que
neste processo, €& favorecida em detrimento do isdmero néo conjugado. A
reacéo foi levada a efeito conforme descrito na seciio VIL.3.1. (pag.112),
obtendo-se, como produto principal, com rendimento de 71 %, a colesta-4-
en-3-ona que foi caracterizada por IV, EM e RMN de préton e de carbono-
13.

No espectro de IV destacam-se a presenca de uma banda intensa em
1670 cm1, caracteristica de estiramento de carbonila o,pB-insaturada e a
auséncia de bandas na regiéo de 3500 cm-1, caracteristica da absorgéo do
OH, indicando a total transformag&o do alcool precursor. -

No espectro de massas destacam-se as presen¢as dos sinais
gerados pelos ions: m/z 384(80%), correspondente ao ion molecular: m/z
369(10%), correspondente & perda de metila (em C-10 ou C-13); m/z
342(75%), correspondente a perda de ceteno; m/z 229(40%),
correspondente & perda do grupo ligado a C-17 (CgH,;) € o ion m/z
124(100%), correspondente ao anel A, cujos fragmentos estdo indicados na
figura 50, a seguir.
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Figura 50: Fragmentos da colesta-4-en-3-ona

No espectro de RMN de 'H destacam-se os sinais corespondentes
aos prétons dos cinco grupos metilas, na faixa de 0,5a 1,5 ppm e o sinal em
5,70 ppm correspondente ao préton olefinico alfa a carbonila.

No espectro de RMN de '°C observam-se os sinais dos 27 carbonos,
dentre eles, o sinal em 199,1 ppm, atribuido ao carbono carbonilico (C-3) e
trés outros sinais de carbonos néo hidrogenados em 171,1; 42,3 e 38,5 ppm,
atribuidos, respectivamente, aos carbonos C-5 (carbono olefinico), C-13 e
C-10; sinais estes que nédo aparecem no espectro DEPT. Nos espectros
DEPT-135 e DEPT-90, observam-se ainda, 5 sinais caracteristicos de
grupos metilas (CH,), 11 sinais de carbonos metilénicos (CH,) e 7 sinais de
carbonos metinicos (CH), onde se destaca o sinal do CH olefinico (C-4) em
123,6 ppm. - : :

Estes dados espectrais estfo todos coerentes com a estrutura do
produto esperado, a colesta-4-en-3-ona.

V.3. OBTENGAO DA 54(H)-COLESTAN-3-ONA

A segunda etapa foi a hidrogenacdo da colesta-4-en-3-ona para
obtencdo da 3-colestanona. Essa foi uma etapa-chave para se atingir
objetivo desejado, uma vez que a reacéio leva a formacgdo de uma mistura
das duas possiveis cetonas, com geometrias da jungdo dos anéis A/B (cis
ou trans), resultantes da adigéo de H,, por um ou por outro lado da molécula
do substrato. A proporgéo entre esses produtos altera de acordo com as
condigcbes de reacdo, ou seja, com a mudanca de soivente, com a adicdo
de &cido ou base e até mesmo com a variagdo de press&o.

Como a cetona comercial com configuragdo 5u (jungdo A/B trans)
estava disponivel para ser utilizada como material de partida da série de
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padrdes 5o (segundo 0 esquema 2), passou a interessar a obtencéio do
outro diastereoisdmero, ou seja a colestan-3-ona com configuragdo 5
(juncio A/B cis).

Esta reacdo foi testada sob variadas condigdes até que, usando
acetato de etila como solvente, paladio desativado por carbonato de sédio
como catalisador e submetendo a mistura a uma pressdo de 15 psi, durante
1 hora, conseguiu-se obter quase 100% de formagfo do produto com a
geometria desejada (juncdo dos anéis A/B cis), a 58(H)-colestan-3-ona. A
analise por CG-EM do produto mostrou, no TIC, que a relagéo entre os picos
correspondentes aos produtos cis e trans estava em tommo de 99:1. Este
produto foi entdo utilizado como “synthon” na preparagfo dos padrdes da
série 58 conforme mostramos no esquema 1.
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ESQUEMA 1

Rota sintética para preparacéo dos padrdes da série 5p(H)

20
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ESQUEMA 2

Rota sintética para preparacéo dos padrées da série Sa(H)

B
AP

o
ok
B P frgd
| | I

CrO3, H* / acetona (Jones)

KOH / MeOH 10%, A

Ho, Pd / CaCO3; AcOEt, 15 psi, 1h
MelLi/ THF

H2, Pd / C; EtOH, 40 psi, 6h

EtBr, Mg / EtoO (Grignard)

CuSO0y4 / tolueno, A

n-PropBr, Mg / EtoO (Gnrignard)
BuLi/ THF

TEFA 1 K2CO3, H20 (Wittig-Homen)
DMAP / tolueno, A

BrCH2CO2Me, Zn, i2 / dioxano (Reformatsky)

—=x——-o0Q o000 Tn
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V.4. CARACTERIZAGAO DA 53(H)-COLESTAN-3-ONA

No espectro no IV observam-se o0 deslocamento da banda de
absor¢do caracteristica da carbonila, antes «,B-insaturada, de 1670 para
1730 cm~! e o desaparecimento do sinal referente ao estiramento C-H
olefinico e no espectro de RMN de 'H também se observa o
desaparecimento do sinal correspondente ao préton olefinico que na cetona
precursora aparecia em 5,7 ppm.

Os espectros de massas da cetona que preparamos [5B(H)] e da
cetona comercial [Sa(H)} apesar de apresentarem muitos ions comuns, séo
bem distintos no que diz respeito as abundancias relativas destes ions,
como pode ser visto na figura 51, a seguir.

Intensidade

1.se+sI N\ ggy N \ b

1.BE+5

Intensidade

S.BE+4

e 479 |
TN | Wl e s

50 102 158 200 250 300 358 480 458 Sop
massa/carga

0.0E+0

figura 51: espectros de massas de (a) 5a(H)-colestan-3-ona e (b) 5p(H)-
_colestan-3-ona

Ha uma marcante diferenca nesses espectros que &€ bem notada,
quando se compara as abundancias relativas dos ions correspondentes a
M* (m/z 386); a perda de metila (m/z 371); & perda do anel A com sua
carbonila (fragmento BCD, m/z 316) e ao fragmento ABC (m/z 231). No
espectro da 5p-colestan-3-ona (jungio A/B cis) o ion m/z 231 é bem intenso,
mas o pico-base é o préprio ion molecular (m/z 386) e o ion comrespondente
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a perda do anel A (m/z 316) € mais intenso do que aquele correspondente a
perda de metila (m/z 371). No espectro da 5a-colestan-3-ona (jungio A/B
trans) o ion molecular € intenso, mas o pico-base é 0 de m/z 231; o ion
correspondente a perda de metita é mais intenso que na outra cetona e o ion
correspondente & perda do anel A é negligenciavel. Essas diferencas estdo
coerentes com a maior estabilidade esperada para os fragmentos que
contém o sistema de anéis A/B, na cetona com geometria trans na jungéo
desses anéis.

As diferencas na estereoquimica desses compostos também pode ser
percebida a partir da andlise de seus espectros de RMN de °C,
especiaimente, com relagéio aos deslocamentos quimicos dos carbonos C-7,
C-9 e C-19. Os dois primeiros s8o deslocados para campo mais ailto
quando a geometria muda de trans para cis, com o C-7 passando de 31,7
para 26,7 ppm e o C-9 passando de 53,8 para 40,9 ppm; enquanto que o C-
19 desioca para campo baixo, passando.de 11,4 para 22,7 ppm. Estas
alteragbes se devem, respectivamente, ao surgimento das interacdes y-
gauche C-7/C-4 e C-9/C-2,C-4 e & perda da interag&o y-gauche C-19/C-2,C-
4, ao passarmos da cetona com geometria A/B trans para A/B cis, como
pode ser visto na figura 52, mostrada a seguir.

S5a(H) = Juncdo A/B trans 58(H) = Juncao A/B cis

Flgura 52: Interagdes y-gauche (em negrito) dependentes da estereoquimica
de C-5

Essa diferenga nos deslocamentos quimicos destes carbonos, em
fungdo da geometria da jungdo dos anéis A e B, sdo observadas de maneira
geral nos esteroides, permitindo que cada um dos isdbmeros geométricos
possa ser identlf cado, de forma inequivoca, a partir da andlise de seus

- espectros de '°C.
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No espectro de RMN de '°C observam-se ainda os_sinais dos 27
carbonos, dentre os quais destacam-se as mudangas nos deslocamentos
quimicos dos carbonos: C-4 que passou de CH olefinico para CH, saturado,
mudando de 123,6 para 44,8 ppm e tendo, agora, seu sinal invertido no
DEPT-135 e C-5 que passou de carbono olefinico n&o hidrogenado para CH
saturado, mudando de 171,0 para 46,7 ppm e tendo, agora, seu sinal
. registrado nos espectros DEPT-90 e DEPT-135 (sem invers&o)

A obtencdo da 5B(H)-colestan-3-ona como produto maijoritario da
reducdo da cetona o,B-insaturada foi confirmada por outros dados
espectroscopicos, além dos ja comentados aqui.

As atribuicbes de cada sinal dos espectros de °C da colesta-4-en-3-
-ona e da 5p(H)-colestan-3-ona estfo na tabela 18

V.6. PADROES DE HIDROCARBONETOS DA SERIE CIS [58(H)]

A série de padrdes com configuragdo 58(H), ou seja, com geometria
cis na junc&o dos anéis A e B, foi preparada a partir da S5B(H)-colestan-3-
ona preparamos. -

Foram preparados os quatro 3c-alquil-5p(H)-colestanos (metil-, etil-,
n-propil- e n-butil-) e o éster metilico do acido 5p(H)-colesta-3-il-acético.

O metil- e o n-butil-5p(H)-colestano foram preparados a partir da
alquilagéo da 5p(H)-colestan-3-ona com o respectivo alquil-liitio. Em ambos
0s casos o alcool obtido desidratou na manipulagdo da mistura reacional
com cloreto de aménia, gerando uma mistura de olefinas que foram
hidrogenadas, levando a formagéo do produto desejado, conforme descrito
nas segdes VIl.3.3.1. e VI1.3.3.4.

O etill- e o n-propil-5p(H)-colestano foram obtidos através da reagao
da 5p(H)-colestan-3-ona com o reagente de Grignard preparado a partir do
respectivo brometo de aiquila. O aicool obtido em cada caso foi desidratado
gerando uma mistura de olefinas que em seguida foi hidrogenada levando a
formacdo do produto desejado, conforme esta descrito nas segdes Vil.3.3.2.
e VIil.3.3.3.

As andlises dos dados espectrais dos produtos obtidos nestas
reagbes, comentados a seguir, confirmaram a obtencdo dos respectivos 3o~
alquil-5p(H)-colestanos.

Os espectros no IV desses compostos mostraram apenas as
absorcdes caracteristicas de hidrocarbonetos saturados, como por exemplo,
as absorcOes devidas aos estiramentos de C-H alifaticos em tomo de 1920 -
cm1 e as absorghes devidas as deformacdes assimétricas e simétricas
destes mesmos C-H’s, respectivamente, em tomo de 1450 e 1380 cm™1.



Sintese de 3-alquil esteranos

Os espectros de RMN de 'H desses compostos sio muito
semelhantes e mostram um conjunto de mulitipletes de baixa intensidade na
faixa de 2,0 a 1,0 ppm, relativos aos prétons metinicos e metilénicos e na
faixa de 0,90 a 0,60 ppm os sinais atribuidos aos prétons metilicos. Dentre
estes sinais, destacam-se o0s singletos em tomo de 0,75 e 0,65 ppm
referentes aos prétons metilicos de C-19 e C-18, respectivamente e os
dubletos na regido de 0,85 e 0,95 ppm relativos aos prétons metilicos de C-
21 e C-26/C-27 que se sobrepdem a outros sinais.

O espectro de RMN de carbono-13, do 3a-metil-Sg(H)-colestano
(CMC), mostrou sinais de 28 carbonos . Os dois sinais em 42,7 e 34,9 ppm
ausentes no espectro DEPT referem-se aos carbonos quatemarios C-13 e
C-10, respectivamente. Os espectros DEPT-135 e DEPT-90 evidenciaram
ainda os sinais de 6 carbonos de grupos metilas, 12 carbonos metilénicos
(CH,) e 8 carbonos metinicos (CH).

O espectro de RMN de carbono-13, do 3u-etil-5p(H)-colestano (CEC)
mostrou 29 sinais. Os dois sinais em 42,8 e 35,3 ppm, ausentes no espectro
DEPT, referem-se, respectivamente, aos carbonos quaternarios C-13 e C-
10. Os espectros DEPT-135 e DEPT-90 evidenciaram ainda os sinais de 6
carbonos de grupos metilas, 13 carbonos metilénicos (CH,) e 8 carbonos
metinicos (CH).

- O espectro de RMN de carbono-13 do 3a-n-propil-5p(H)-colestano
(CPC) mostrou os sinais dos 30 carbonos do composto. Os dois sinais em
42,8 e 35,3 ppm, ausentes no espectro DEPT, referem-se, respectivamente,
aos carbonos quatemarios C-13 e C-10. Os espectros DEPT-135 e DEPT-
90 evidenciaram ainda os sinais de 6 carbonos de grupos metilas, 14
carbonos metilénicos (CH,) e 8 carbonos metinicos (CH).

O espectro de RMN de carbono-13 do 3a-n-butil-5p(H)-colestano
(CBC) mostrou 30 sinais atribuidos aos 31 carbonos do composto. Os dois
sinais em 428 e 353 ppm, ausentes no espectro DEPT, referem-se,
respectivamente, aos carbonos quatemarios C-13 e C-10. Os espectros
DEPT-135 e DEPT-80 evidenciaram ainda os sinais de 6 carbonos de
grupos metilas, 15 carbonos metilénicos (CH,) e 8 carbonos metinicos (CH).

A tabela 19 mostra a atribuicio de cada sinal ao respectivo carbono,
para cada um destes compostos.

A analise dos espectros de *C destes compostos também permite
inferir, com seguranca, acerca da configuracéo do grupo R em C-3. Pode-se
concluir que este grupo ocupa, nestes compostos, a posi¢cdo a (equatorial),
uma vez que eles ndo alteram significativamente os desiocamentos
quimicos de C-1 e C-5, quando comparado com o composto ndo alquilado, o
que deveria ocorrer se este substituinte ocupasse uma posicéo axial ja que,
assim, iria gerar interagées y-gauche com C-1 e C-5, deslocando os sinais
destes carbonos para campo mais alto. Estas interacdes podem ser
visualisadas na figura 53, abaixo.
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58(H) = Jungdo A/ cis

Figura 53: Interagbes y-gauche (em negrito) dependentes da estereoquimica
do substituinte no carbono 3 de 58(H) colestano

A posicéo o, que é equatorial, € também a posicdo mais favorecida
termodinamicamente.

A analise dos espectros bidimensionais de correlagcdo homo (COSY) e
heteronuclear (HETCOR ) corroboram estas atribuicbes, tantos dos
espectros de 'H como de °C

V.6. PADROES DE HIDROCARBONETOS DA SERIE TRANS [5a(H)]

Os hidrocarbonetos da série trans foram preparados da mesma
maneira que os respectivos isdmeros da série cis, apenas substiutindo o
substrato, 58(H)-colestan-3-ona pela S5u(H)-colestan-3-ona. As preparacgdes
estio descritas na se¢ao VIl.3.4. (pag. 119).

Os produtos obtidos nestas reacOes apresentaram espectros de IV
semelhantes aos respectivos isbmeros da série trans.

Os espectros de RMN de préton foram, também, semelhantes aos dos
respectivos isdmeros cis, mas apresentaram como importante caracteristica,
um significativo deslocamento para campo baixo, no sinal dos prétons da
metila C-19, que passou de 0,75 ppm na série cis, para 0,92 ppm na série
trans.

Os espectros de RMN de carbono-13 dos produtos da série trans
mostraram 28 sinais para 0 3-metil-5a(H)-colestano (TMC) 29 sinais parao
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3-et|I-5a(H)-ooIestano (TF_-é) 30 sinais para o 3—n-propll-5a(H)-oolestano
(TPC) e 31 sinais para o 3-n-butil-5a(H)-colestano (TBC).

Os sinais que apareceram no espectro total e ndo apareceram nos
espectros DEPT-90 e DEPT-135 correspondentes, respectivamente, aos
carbonos quatemérios C-13 e C-10 desses compostos, foram registrados
em: 42,7 e 36,0 ppm para o TMC;

42,7 e 36,2 ppm para o TEC;~

42,7e36,2ppmparao TPC e

42,7 e 36,2 ppm para o TBC.

Os espectros DEPT-135 e DEPT-90, evidenciaram ainda, os sinais
de:

6 carbonos de grupos metilas, 12 carbonos metiiénicos (CH.,) e 8
carbonos metinicos (CH) para o TMC:.

6 carbonos de grupos metilas, 13 carbonos metilénicos (CHz) e8
carbonos metinicos (CH) para o TEC.

6 carbonos de grupos metilas, 14 carbonos metilénicos (CH,) e 8
carbonos metinicos (CH) para o TPC.

6 carbonos de grupos metilas, 15 carbonos metilénicos (CH,) e 8
carbonos metinicos (CH) para o TBC.

A anédlise dos espectros de '°C destes compostos, a exemplo do que
ocorreu com os isdmeros cis, também permite inferir, com seguranga,
acerca da configuragéo do grupo R em C-3. Pode-se concluir que este grupo
ocupa, nestes compostos, a posicdo p (equatonal) uma vez que eles néo
alteram significativamente os deslocamentos quimicos de C-1 e C-5, quando
comparado com o composto ndo alquilado, o que deveria ocorrer se este
substituinte ocupasse uma posigdo axial (a) j4 que, assim, iria gerar
interacdes y-gauche com C-1 e C-5, deslocando os sinais destes carbonos
para campo mais alto. Estas interacbes podem ser visualisadas na figura

54, abaixo.
. 19
CH,
8

Sa(H) = Jungdo A/B trans

~ Figura 54 interagdes y-gauche (em negrito) dependentes da estereoquimica
do substituinte no carbono 3 de 5a(H) colestano

97



Sintese de 3-alquil esteranos

Mais uma vez, foi obtido o produto termodinamicamente mais estavel.
Essas atribuicdes estdo coerentes com os espectros bidimensionais
- homonuclear préton/préton (COSY) e heteronuclear carbono-13/préton
(HETCOR) e a atribuicéio de cada sinal consta na tabela 19.

- V.7. DISCUSSAO DOS ESPECTROS DE MASSAS DOS PADROES DAS
SERIES CIS E TRANS

Nos espectros de massas desses compostos destacam-se como
principais picos os que estdo indicados na figura 55 e listados nas tabelas
16 e 17, apresentadas a seguir, e que corespondem:

ao ion molecular (M+),

‘a perda de metila em C-10 ou C-13 (M-15),

ao fragmento relativo aos anéis AB (fragmento AB),

ao fragmento relativo aos anéis ABC (fragmento ABC) e

ao fragmento relativo a perda do anel A (fragmento BCD).

P H ScfH) miz = 148+R
58(H) miz = 150+R
“a
BCD
miz= 262

Figura 55: Fragmentos de 3-aiquil 5a(H) e 58(H)-esteranos

98



¥

Sintese de 3-alquil esteranos

TABELA 1'6 - Massas e abundancias relativas (entre parénteses) dos
principais ions presentes nos espectros de massas dos 3p-alquil-5a(H)-

colestanos

I ALQUIL METIL ETIL n-PROPIL n-BUTIL

ON
M+ 386 ( 30,6) 400 ( 19,6) 414 (47.4) 428 ( 33,2)
M-15 ] 371(37,8) 385 ( 54,0) 399 (59,9) 413 ( 51,9)
AB ‘3&163 (32,3) 177 (32,1) | 191(32,5) 205 ( 27,0)
ABC 231 (100 ) 245 (100 ) 259 (100 ) 273 (100 )
BCD 262 ( 11,2) 262 ( 16,6) 262 (17,1) 262 ( 15,2)

TABELA 17 - Massas e abundancias relativas (entre parénteses) dos
principais jons presentes nos espectros de massas dos 3a-alquil-5p(H)-

colestanos

I ALQUIL] METIL ETIL n-PROPIL n-BUTIL |

ON
M+ 386 ( 36,4) 400 ( 40,9) 414 ( 57.4) 428 ( 30,5}
M-15 371 (45,1) 385 (80,7) 399 (100 ) 413 ( 76,9)
AB %165 ( 41,6) 179 ( 18,3) 193 ( 11,7) 207 (22,7)
ABC 231 (100 ) 245 (100 ) 259 ( 66,3) 273 (100 )
BCD 262 ( 5,0) 262 ( 6,0) 262 ( 6,0) 262 ( 5,0)

‘Desses fragmentos, o que comesponde aos anéis AB, aqui
denominado fragmento AB, & de importancia fundamental na interpretacgéo
dos espectros de massas desses compostos, pois, como é citado na
literatura (Peters e Moldowan, 1993 ) e como foi confirmado nos espectros
dos padrdes, ele pode apresentar dois diferentes valores de m/z,
dependendo do caminho de fragmentag&o e suas abundancias relativas sio
dependentes da geometria da jungéo dos anéis A/B. No caso da geometria
cis (configuracdo 5p(H)) o fragmento com m/z 150+R é mais abundante e no
caso da geometria trans o fragmento mais abundante é aquele com m/z
148+R. Um esquema de fragmentag&o qu= leva & formacdo do ion com m/z

148+R (Budzikiewicz et al., 1964), caracteristico de esteranos com juncéo
A/B TRANS, isto &, com configuragdo 5a(H), & apresentado na figura 56.
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CeHy7

m/e 148+R

Figura 56: Esquema de fragmentag&o de alquil esteranos, levando a
formacéo do ion m/z 148+R

O caminho de fragmentagdo que leva & formagéo do ion com m/z =
(150 + R), mais abundante em relagfio ao ion m/z = (148 + R) nos 3-alquil

esteranos com estereoquimica 58(H), foi proposto por Tékés e Amos (1972)
e esta mostrado na figura 57.

A raziio entre as abundéncias relativas de M" e M-15 [M*/(M-15)] nos
- espectros de massas de todos os 3-alquilcolestanos preparados no presente

- trabalho, independente da geometria na jun¢éo dos anéis A e B, é sempre
menor que 1 o que contrasta com os espectros dos 4-alquilcolestanos
encontrados na literatura, onde essa mesma relagéo ¢ sempre maior que 1.

No entanto, ha uma significativa diferenca na abundéncia do ion M-15,

quando comparamos as séries cis e trans dos 3-alquilcolestanos: o ion M-15
€ sempre mais abundante no isdmero cis que no trans, chegando ao ponto
de, no 3-etil-5p(H)-colestano, o pico correspondente a este ion ser o pico-
base. Essas diferengas entre as abundancias deste ion nas duas séries esta
coerente com dados da literatura (Zaretskii, 1975) que relatam a menor
estabilidade do sistema cis e a consequente maior facilidade destes
isbmeros em perder um radical metila.
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Portanto, as relagdes entre as abundéncias relativas dos ions 148+R
e 150+R, provenientes dos dois possiveis fragmentos AB, e entre os ions M*
e M-15, sdo dois dados que se complementam, e que sdo importantes para
a identificagcdo da geometria da juncéo dos anéis A/B dos aiquil esteranos, a
partir da interpretagfo de seus espectros de massas.

e . H
R (©
H miz=150 + R
(b)
]
[}
Y
+
ou
R
) H R (]
(©) (c")
miz=150+R " miz=150+R

Figura 57: Esquema de fragmentagao de alquil esteranos, levando a
| formagao do ion m/z 150+R
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V.8. PADROES DE ESTERES

V.8. 1. 5a(H)-Colesta-3p-il-Acetato de Metila

Este composto foi preparado a partir da reacdo de Reformatsky da
Sa(H)-colestan-3-ona com o organo-zinco derivado do o-bromoacetato de
etila, seguida da desidratagio do B-hidroxiester obtido e hidrogenacéo da
mistura de olefinas, conforme descrito na secdo VII.3.4.5. (pag. 123)

A andlise dos espectros de massas, IV e RMN de 'H e ™C do produto,
confirmou a obtengéio do composto desejado. No espectro de infravermelho
destacam-se a forte absorgio em 1740 cm!. caracteristica do estiramento
de carbonila de éster e em 1150 cm~! caracteristico do estiramento da
ligagéo C-O.

Os espectro de massas mostrou como principais picos aqueles
correspondentes aos ions: m/z 444 (M+, 29%), 429 (M-15, 31%); 289
(fragmento AB, 100%) e 221(43%). '

O espectro de RMN de préton evidenciou a formacéo do produto por
mostrar um singleto em 3,66 ppm integrando 3 prétons, atribuidos aos
protons metoxilicos e um dubleto em 2,12 ppm, com constante de
‘acoplamento de 7,0 Hz e integragdo equivalente a 2 prétons, atribuidos aos
protons metilénicos o a carbonila do éster. Na faixa de 20 a 1,0 ppm o
espectro mostrou vérios multipletos atribuidos aos demais prétons
metilénicos e metinicos do composto. Os protons dos grupos metilas
absorveram na faixa de 0,92 a 0,60 ppm.

O espectro de RMN de carbono-13 mostrou os sinais dos 30 atomos
de carbono do composto. ,

Os carbonos n&o hidrogenados, cujos sinais ndo aparecem nos
DEPT-135 e DEPT-90, absorveram em 35,8; 42,7 e 173,9 ppm, sendo este
ultimo atribuido ao carbono carbonilico.

Os espectros DEPT-135 e DEPT-90 mostraram ainda, os sinais de 6
carbonos dos grupos metilas, onde destacamos o sinal da metila ligado ao
oxigénio, em 51,4 ppm; os sinais de 13 carbonos metilénicos.e os sinais de
8 carbonos metinicos. '

Os sinais em 12,3; 32,1 e 54,6 ppm, atribuidos, respectivamente, aos
carbonos C-19, C-7 e C-9 apresentam valores de desiocamento quimico
caracteristicos de compostos com jungdo de anéis A/B trans, ou seja,
configuracdo S5a(H). A n&o. alteragdo significativa dos deslocamentos
quimicos de C-1 e C-5, comparados com os dos respectivos carbonos no
colestano n&o substituido, evidenciam a formacio do composto com
configuragdo 3a(H).
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V.8. 2. 5p(H)-Colesta-3p-il-Acetato de Metila

A preparacéo deste composto foi tentada, inicialmente, através da
reacdo de Reformatsky usando a cetona apropriada como substrato; no
entanto, ao contrario do que ocorreu na preparagéo do éster “trans®, néo
obtivemos sucesso. Tentamos entfo, e conseguimos éxito, com a reacgéo de
Wittig-Horner, utilizando a 5p(H)-colestan-3-ona e o trietilfosfonoacetato de
etila, seguido de hidrogenagio do éster insaturado e transesterificagso,
conforme descrito na segdo VII.3.3.5. (pag. 118).

A anélise dos espectros de massas, IV e RMN de 'H e "*C do produto,
confirmou a obteng&io do composto desejado. No espectro de infravermelho
destacamos a forte absorgdo em 1729 cm-!. caracteristica do estiramento
de carbonila de éster e em 1150 cm~1 caracteristico do estiramento da
ligagdo C-O.

Os espectros de massas, RMN de préton e RMN de carbono-13 foram
semelhantes aos do isdmero Sa(H), diferenciando-se apenas nos sinais
caracteristicos de cada uma das séries (a e b), conforme ja foi discutido
para os hidrocarbonetos. A descrigdo dos sinais destes espectros se
encontra na seclio Vil.3.3.5. (pag. 118) e atribuigio de cada sinal do
espectro de carbon-13 se encontra na tabela 18 apresentada em seguida.
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V.9. CONCLUSOES:

As rotas sintéticas utilizadas no presente trabalho para a preparaco
dos padrbes envolveram reagdes classicas; no entanto, foram de extrema
importéncia, pois permitiram a obtencéo de oito biomarcadores, e de dois
correspondentes ésteres, desta nova classe de biomarcadores detectada
em nosos 6leos, os 3-aiquil e 3-carboxialquil esteranos.

Estas sinteses permitiram o conhecimento dos padroes de
fragmentacdo em espectrometria de massas dos compostos das duas séries
de diastereoisdmeros (Sa(H) e 5B(H)), possibilitando assim uma maior
confiabilidade nas identificacGes dos compostos por nds detectados e a
confirmagdo de suas ocoréncias, por co-injegéo, quer na fragéio neutra, quer
na fragéo de hidrocarbonetos derivados dos acidos

Além disso, seis destes padrbes, listados a seguir, sdo compostos
inéditos, cujas sinteses ainda n&o foram relatadas na literatura:

3a-metil-5p(H)-colestano
3a-etil-58(H)-colestano
3a-n-propilil-5p(H)-colestano
3a-n-butil-5p(H)-colestano
3p-n-propil-5a(H)-colestano
3p-n-butil-5a(H)-colestano.
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TABELA 18: Deslocamentos Quimicos (5, em ppm) de *C de
Colesta-4-en-3-ona e CIS e TRANS Colestan-3-onas e
[Colesta-3a-il]-Acetatos de Metila

C COMPOSTOS
No. 1| ™ | o [ m® m | v ]| v
01 372 372 385 38,5 387 375 38,4
02 37,1 37,1 38,1 38,1 33,9 284 28,6
03 212,7 2127 2112 2112 198,9 36,1 354
04 424 424 46 44,6 123,6 34,2 353
05 44,4 44 46,7 46,7 1710 43,2 46,4
06 258 2538 29,0 29,0 329 27,5 28,9
07 26,7 26,7 31,7 31,7 32,1 26,5 32,1
08 386 356 384 354 35,7 36,0 35,6
09 40,9 409 538 538 538 40,6 54,6
10 349 34,9 35,6 356 38,6 35,2 358
11 21,3 209 20,9 214 21,0 20,9 21,0
12 40,1 404 40,2 39,9 394 40,2 40,1
13 42,8 42,7 42,6 42,5 42,4 42,7 42,7
14 56,5 56,7 56,7 56,2 55,9 56,7 56,6
15 242 24,3 24,2 24,2 24,1 24,3 24,2
16 28,3 28,3 28,3 282 | 281 283 | 283
17 | -864 56,4 56,4 56,2 56,1 56,4 56,4
18 12,1 12,1 12,1 12,1 12,0 12,1 12,1
19 22,7 24,3 123 11,4 174 24,3 12,3
20 358 353 358 35,7 35,7 359 359
21 18,7 18,7 18,7 18,7 18,7 18,7 18,7
22 36,2 36,2 36,3 36,1 36,1 362 | 362
23 239 23,9 239 238 238 239 239
24 395 395 39,5 39,5 39,6 39,6 39,6
25 28,0 28,0 28,0 28,0 27,9 28,1 28,1
26 22,5 22.5 22,6 22,5 22,5 226 22,6
27 22,8 228 228 228 2238 228 229
28 42.0 42,0
C=0 173.8 173,9
OCH, 51,4 51,4
I = 58-Colestan-3-ona (CIS)
n = So-Colestan-3-ona (TRANS)
I = Colest-4-en-3-ona
IV = [58(H)-Colesta-3a-il}-Acetato de Metila
A = ' [So{H)}-Colesta-35-iij-Acetato de Metila
(@ = Dados daliteratura’ )
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TABELA 19: Deslocamentos Quimicos (5, em ppm) de *C de e CIS e
TRANS Colestanos™ e 3-Alquil-Colestanos

CARBONO COMPOSTOS
No. ﬁﬁlﬁﬂlmlm[qlmimlﬂlmlm
01 37,7 38,7 378 | 388 | 378 | 388 [ 375 388 | 375 | 388
02 214 | 222 | 297 | 29 276 | 292 | 28,1 | 290 | 280 29,1
03 27,1 | 269 | 336 | 332/| 404 400 | 400 | 399 | 385 | 38,1
o4 27,31 29,1 | 362 | 379/] 338 [ 355 | 342 | 359 34,2 | 359
03 8 | 47,1 | 436 | 4681 436 | 468 [ 436 | 468 436 | 468
06 276 | 29,1 | 275 | 310 | M4 1] 276 ] 291 | 276 | 29,1
07 266 : 323 | 266 | 322 | 266 | 32. 266 | 323 | 266 | 323
08 36,0 | 356 | 360 | 356°] 362 | 387 | 360 360 | 356
L2 406 | 549 | 406 | 54,71 406 | 549 | 40,6 ' 406 | 548
10 354 | 363 | 349 | 358 | 353 353 ) 362 | 352 | 362
11 209 | 209 20,9 21,!/ 209 ! 211 | 209 | 211 ‘209 |°21,1
12 404 | 402 | 403 | 402 404 40,2 | 404 0.2 | 403 | 40,2
13 42,7 | 42,6 | 427 | 426/] 428 427 | 428 | 427 | 427 | 427
14 56,7 | 56,7 | 86,7 | 566°] 56,7 | 56,7 | 56,7 56,7 | 56,7 | 56,7
15 243 | 242 | 43 | 42/] U3 [ 43| 243 243 1 43 | 43
16 283 ;] 283 | 284 | 283 1 _284 : 28,3 | 284 | 283 | 283 | 283
17 364 | S64 | 564 | 5647 564 [ 565 | 864 | 56,4 S64_| 564
18 12,1 12,1 12,1 12,1 12,1 | 12,0 | 12,1 | 12,1 | 1200 12,1
19 43 | 123 | 240 | 123 [ 241 124 | 4,1 124 | 24,1 124
20 358 | 358 | 358 | 3s8 | 359 [ 38 358 | 359 ] 358 | 359
21 18,7 | 18,7 | 187 | 18,77 18,7 18,7 | 18,7 | 18,7 | 18,7 | 18,7
22 36,2 | 363 | 362 | 362 358 | 363 | 362 362 | 362 | 362
23 239 | 239 | 238 | 239 | 238 [ 239 238 | 239 | 238 | 239
24 39 395 | 396 | 3967 396 | 396 396 § 396 | 396 | 396
25 280 | 280 | 280 | 280 | 28,1 | 28,1 [ 280 28,0 7 280 | 280
26 225 ¢ 226 | 226 | 227 226 | 226 2246 ) 226 | 226 | 226
27 228 | 228 | 228 | 228 | 228 [ 229 | 228 | 228 | 228 | 228
28 - - 228 | 226 | 302 | 28,7 | 383 378 1 373 | 3713
29 - - - - 116 | 11,5 | 200 | 200 | 2902 29,3
30 - - - - - - 144 1 144 | 230 | 23,1
31 - - - - - - - - 14,1 14,2

CH = §f(H)-Colestano

TH = §afH)-Colestano

CM = Ja-Metil-55(H)-Colestano

TM = 3f-Metil-5a{H)-Colestano

CE = 3oEtil-§§{H)-Colestano

TE = 38-Etii-5a(H)}-Colestano

CP = Ja-n-Propil-55(H)-Colestano

- TP = 3i-n-Propil-Sa{H)-Colestano

CB = 3a-n-Butil-58(H)-Colestano

TB = ° 38-n-Butil-5o{H)-Colestano

() =  Dados da ¥
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|’ VI. CONCLUSAO GERAL - |

Dentre os resuitados obtidos no presente trabalho, abordados com
maiores detalhes nas discussbes e conclusbes dos capituios lil, IV e V,
destacam-se por seu especial significado:

1. A contribuicdo ao melhor conhecimento da génese dos dleos do
Campo de Fazenda Belem, como por exemplo, a importancia do “input” de
vegetais superiores na formacdo dos sedimentos que deram origem aos
Oleos estudados e a constatagdo de um estagio de biodegradago nio téo
pesado quanto o indicado a partir da andlise, apenas da frac&o neutra.

2. A oontn'buigéo ao estudo dos biomarcadores da classe dos
esteranos, pois, este trabalho, proporcionou:

(1) a descoberta, simultdnea com Dahl e colaboradores, da série dos
3p-alquil 5a(H)-esteranos;

(if) o primeiro registro - que ainda continua inédito - da série dos
isdbmeros com configuragdo 5p(H) e

(iii) o primeiro registro da ocorréncia dos respectlvos derivados 4cidos
5a(H) e 5p(H) em petréieo.

3. As sinteses da série de biomarcadores Sa(H) e 58(H) colestanos,
que permitiram a ratificacdo das identificagbes que, iniciaimente, foram
propostos aos compostos detectados e que se baseavam, pnnc:palmente
na interpretacéo de seus espectros de massas e na comparacéo com dados
da literatura.

O resultado deste e de outros trabalhos do grupo de Geoquimica
Orgénica da UNICAMP, juntamente com dados da literatura, fornecem
suficiente embasamento para afimar que a andlise de biomarcadores
neutros ndo sdo, por si s6, suficientes para definir pardmetros como
maturacéo, migracdo secundaria e sobretudo biodegradacéo. Os compostos
acidos tomam-se instrumentos fundamentais e refinados nessas avaliages.
Esse trabalho, em particular, evidencia a importancia dos biomarcadores
acidos na avliagdo do estdgio de biodegradacio das amostras estudadas.

Por sua vez, a ocorréncia das séries de biomarcadores, neutros e
acidos, da classe dos esteranos com substituinte no carbono 3, associado
aos dados da literatura sobre compostos desta mesma classe e a detecgdo
de outros compostos, inclusive arométicos, em trabalhos desenvolvidos
pelo grupo de Geoquimica Orgénica da UNICAMP, nos fazem acreditar que
estamos diante de uma nova familia de compostos, os GEQESTERANOS.
Tais compostos adquirem, pelo seu elevado nuimero e diversidade
estrutural, uma grande importancia que requer estudos mais aprofundados,
inclusive de paleoambiente, para podermos entender o seu papel -e
esclarecer methor sua origem, se fruto de atividade bacteriana, agregando
uma molécula de aglicar na posico 3 dos esterdides ou tratarem-se de
produtos naturais de origem ainda néo identificada.
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|VII. EXPERIMENTAL I

VIi.1. EQUIPAMENTOS, REAGENTES E SOLVENTES

A seguir sdo descritos 0s equipamentos reagentes e solventes
utilizados em nosso trabalho experimental

Vii.1.1. EQUIPAMENTOS

Vil.1.1.1. Cromatografia gasosa (CG)

As andlises por cromatografia gasosa foram realizadas em um
aparelho HP 5890, com injetor split/splities, detetor de ionizacéo de chama
(DIC) e equipado com coluna capilar DB-5, de dimensdes 30m x 0,25mm,
tendo como fase estacionaria 5% fenil metil silicone. O gas de . arraste
utilizado foi o hidrogénio.

As programagdes de temperatura utilizadas, foram:

- @) Para hidrocarbonetos:

injetor a 280°C; |

coluna a temperatura inicial de 40°C, mantida por 0,89 min, seguida

de elevagéo de temperatura a 4°C/min até atingir 300°C e, finaimente,

mantida a essa temperatura por 15 min;

detetor a 320°C.

- b) Para ésteres:

injetor a 320°C;

coluna a temperatura inicial de 80°C, mantida por 0,89 min, seguida

de elevagédo de temperatura a 4°C/min até atingir 320°C e, finaimente,

mantida a essa temperatura por 15 min,; '

detetor a 320°C

ViL.1.1.2. Cromatografia gasosa - espectrometria de massas (CG-EM)

As andlises por CG-EM foram realizadas em um cromatégrafo HP
5890ll, acoplado com um detetor de massas HP 5970-MSD.

O cromatégrafo estava equipado com um injetor tipo split/splitiess e
com uma coluna capilar do tipo Ultra 2, de dimensdes 30m x 0,25mm e cuja
fase fixa consiste de 5% fenil metil silicone. O gas de amraste utilizado foi o
hélio. Também foram utilizadas duas diferentes programag¢des de
temperaturas: uma para as andlises de hidrocarbonetos e outra para as
andlises dos ésteres.

Programacéo de temperaturas para os hidrocarbonetos:

injetor a 280°C;
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coluna a temperatura inicial de 70°C, mantida por 0,89 min, seguida
de elevacio de temperatura a 4°C/min até atingir 300°C e, finaimente,
mantida a essa temperatura por 15 min;
interface a
Programac&o de temperaturas para os ésteres:
injetor a;
coluna a temperatura inicial de 80°C, mantida por 0,89 min, sequida
de elevacio de temperatura a 4°C/min até atingir 320°C e, finaimente,
mantida a essa temperatura por 15 min;
interface a
O detetor de massas utilizava em sua cdmara de ionizacdo o sistema
de ionizacdo por impacto de elétrons com energia de 70 eV.
' As andlises foram realizadas, utilizando dois diferentes modos e
aquisigéo de dados: o modo SCAN e o modo SIM, descritos na segéo II.2.

VIL.1.1.3. Espectrometria no infravermeilho (IV)

Os espectros de absorgdo no infravermetho foram obtidos em um
espectrometro Perkin-Elmer, modelo 1600 com transformada de Fourrier
(FTIR), utilizando filmes sobre cela de KBr e tendo como referéncia a
absorgcido em 1601 cnr!, de um filme de poliestireno.

Vil.1.1.4. Espectrometria de ressoniAncia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonéncia magnética nuclear de prétons (RMN1H)
e de carbono-13 (RMN13C) foram obtidos nos apareihos Varian XL-100 (100
MHz para 'H e 25,2 MHz para 13C) e Varian Gemini 300 (300 MHz para 'H
e 75,1 MHz para 13C), utilizando cloroférmio deuterado.(CDCl3) como
solvente e como padréo de referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os
deslocamentos quimicos (5) sdo indicados em ppm e as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz).

Vii.1.1.5. Cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises por CCD foram realizadas em camada de silica gel G
misturada com PFs4 Na proporgéo de 1:1 (espessura 0,25 mm), suportada
em placa de vidro de 5 x 20 cm. Em cada experimento foi utilizado o eluente
apropriado e a revelacéo final foi feita por irradiagdo com luz ultravioleta
(254 nm) e/ou por pulverizacdo com solugéo de acido sulfirico concentrado :
metanol (1:1) ou solugdo de &cido acético glacial : &cido sulfirico
concentrado : p-anisaldeido (50,0:1,0:0,5) seguida de carbonizacéio em
‘chapa de aquecimento.

Vil.1.1.6. Cronﬁtograﬂa em camada preparativa (CCP)

As separagdes por cromatografia em camada preparativa foram
realizadas em camada de silica-gel PF sy, pura ou impregnada com nitrato
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de prata (12,5%), de 0,5 mm de espessura, suportada em placa de vidro 20
X 20 cm. Aplicava-se um maximo de 100 mg de amostra por placa e em
- cada experimento foi utilizado o eluente adequado. A visualizagdo final das
“faixas"” foi feita por irradiagdo com luz ultravioleta (254 nm) e em seguida a
faixa ou faixas selecionadas eram extraidas com o solvente adequado.

Vil.1.1.7. Cromatografia em coluna _

As separacdes por cromatografia em coluna foram realizadas
utilizando silica-gel 60 Merck como fase fixa. A proporgio amostra/silica, o
eluente ou eluentes utilizados e o volume da aliquota recolhida, variavam
de acordo com o experimento.

VII.1.2. REAGENTES E SOLVENTES

Os reagentes utilizados como material de partida nas reagbes foram
produtos comercias da Merck, Sigma ou Aldrich.

Os' solventes utilizados em geral, foram, de acordo com as
necessidades, tratados e destilados segundo as técnicas descritas por
Perrin e col. (1986).
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VIL.2. PARTE 2: Obtencgio e derivatizagio das amostras de petréleo

As amostras de petréleo foram tratadas, conforme o método citado por
Trifiliet (1987) e segundo os fluxogramas 1, 2 e 3, mostrados na seg¢éo 11.2.
e que serdo aqui comentados.

VIi.1.1. Obtencéio da fragio HAL (hidrocarbonetos alifaticos)

A fracdo de hidrocarbonetos alifaticos (HAL) foi obtida segundo o
fluxograma 1, mostrado na secio Il.2.

Uma amostra de cerca de 200 mg de 6leo, .dissolvida num volume
minimo de hexano, foi aplicada no topo de uma coluna cromatogréfica, de
1,8 cm de diametro intemo, contendo 20g de silica-gel e, provida de uma
camada de cobre coloidal, de cerca de 1 cm de altura, em sua parte inferior.
A coluna foi eluida seqiienciaimente com os seguintes eluentes:

E1: 60 mL de hexano, que eluiu os constituintes alifaticos, fragéo F1;

E2: 60 mL de uma mistura, na propor¢do 3/2, de hexano/tolueno,
que eiluiu os constituintes aromaticos, fragéio F2, e

E3: 60 mL de uma mistura, na proporgéo 3/2, de tolueno/metanol, que
eluiu os constituintes mais polares, fracéo F3.

A fracdo F1 foi, entdo, chamada de fracdo HAL: fragdo de
Hidrocarbonetos alifaticos. As fragdes F2 e F3 ndo foram objeto de estudo
neste trabalho.

Abaixo apresentamos a tabela 20, contendo as massas das fragbes de
cada um dos Oleos estudados , apés eliminacdo do solvente,

- Tabela 20: Massas das fragdes obtidas apés cromatografia em coluna de
cada uma das amostras de 6leo

dleo amostra (mg) F1 (mg) F2 (mg) F3 (mg) |
A 200,0 77,0 53,4 39,0
B 225,0 80,9 56,1 46,0
C 208,2 63,6 51,6 43,2
D 207.4 75,9 48,6 59,2

VIl.1.2. Obtencio da fragcdo NAF (acidos nafténicos).

A fracdo de acidos nafténicos (NAF) foi obtida segundo o ﬂuxograma
2, mostrado na sec¢#io Il.2., que comesponde a metodologia descrita por
McCarthy e Duthie (1962).

Uma amostra de cerca de 80g de 6leo foi aplicada em uma coluna
cromatografica com reciclagem de solvente (figura 58), contendo silica-gel
(60 Merck, 63-200 un) modificada com hidréxido de potassio, conforme
descrito a seguir: 25 g de KOH e 400 mL de isopropancl foram agitados a 50
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|

figura 58: coluna cromatografica
com reciclagem de solvente

50°C, até completa dissoiugdo do

hidroxido de potasssio e em seguida
adicionados a 200 g de silica-gel,
previamente ativada a 400°C. Apés a
homogeneizagdo a mistura foi deixada
ém repouso por 1 hora e
posteriormente transferida ‘para a
coluna cromatografica. Os excessos de
KOH e isopropanol foram lavados
abundantemente com éter etilico seco e
entdo, cerca de 80 g de dleo,
dissolvidos no menor volume possivel
de éter etilico, foram aplicados no topo
da coluna. A fragéo neutra foi eluida,
continuamente, com 1000 mL de éter
etilico seco, mantido sob refluxo por
cerca de 6 horas. Esta fracdo nao foi .
objeto de estudo deste frabahoc. Em
seguida a coluna foi eluida, também
continuamente, com 1000 mL de uma
solucdo de acido férmico, a 20%, em
éter etilico, mantido sob refluxo por
cerca de seis horas. Esta fragdo foi
chamada de NAF: fragdo de Acidos

nafténicos. Ela foi analisada por infravermelho, quando observamos as
bandas em 1707 cm™1, caracteristica da carbonila de acido e em 3427 em-
1, caracteristica da hidroxila do acido (figura 59).

1

4

1707.8

T L L T L r LA
4000 m|moe 3000 - 2000 1500 1000 cat 800

figura 59: espectro de infravermelho da fracdo acida do 6leo A

112



Experimental Obtengdo e derivatizagio das fracdes

Tabela 21:'Massa das fragbes acidas obtidas a partir das amostras de 6leo,
apos cromatografia em coluna de silica-gel impregnada com KOH.

6leo amostra (g) fracéo &cida (mg)
A 81,4 919,8
B 81,0 863,5
C 80,0 2003,2
D 80,7 902,5

VIl.1.3. Obtencao das fracdes EMA, HHA e HDA

Estas fracdes foram obtidas por derivatizagdo da fracdo NAF,
conforme fluxograma 3, mostrado na segio }1.2.

'VII.1.3.1. Esterificagiio dos acidos

A fragc8o NAF, obtida conforme comentado na secdo VIlL.1.2. foi
iniciaimente submetida a reagdo de esterificacdo com diazometano (Black,
1983): cerca de 500 mg da fracdo NAF foram dissolvidas em 20 mL de éter
etilico e em seguida uma solugdo etérea de diazometano foi adicionada,
gota a gota, sob refrigeracéo em banho de gelo, até que nio se observasse
mais a liberacéo de gases. A mistura foi deixada em repouso por duas horas
e em seguida adicionou-se, cuidadosamente, uma nova porgao da solucédo
etérea de diazometano, igual a metade do voiume anteriormente gasto e
amistura foi deixada em repouso por toda a noite. Posteriormente o éter foi
evaporado e o residuo, denominado ésteres totais foi analisado por
infravermelho, quando observou-se em seu espectro o deslocamento da
banda correspondente a carbonila, de 1707 para 1734 cm™!, e o

- desaparecimento da a banda correspondente a hidroxila do acido, em 3427
cm-1 (figura 60). '

. 4
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Figura 60: Espectro de infravermelho do produto da esterificacdo da fragdo
acida do dleo A
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Os ésteres totais foram submetidos & cromatografia em coluna, sendo
utilizada, para tanto, uma coluna de 3,2 cm de diametro, contendo silica-gel
numa propog¢ao de 5g de silica para cada 100 mg de amostra que foi eluida
com tres diferentes eluentes: E1 = hexano; E2 = diclorometano e E3 =
soucdo a 30% de metanol em cloroférmio, que fomeceram,
respectivamente, as fragées F1, F2 e F3. Apos evaporacgdo dos solventes,
essas fragcdes foram analisadas por infravermelho e foram comparadas por
CCD com um padrdo de éster metilico, sendo a F2 escolhida como a fracao
correspondente aos ésteres metilicos, EMA.

Uma aliquota desta fracéo foi reservada para analise por CG e CG-
EM e o restante foi utilizado na sequéncia de derivatizagbes para obtengdo
final das fracoes HHA e HDA.

VI.1.3.2. Reduc&o dos ésteres

Os ésteres da fragdo F2, descrita acima foram submetidos & reducao
com hidreto de litio € aluminio (LiAlH,): 150 mg de F2 foram dissolvidos em
50 ml. de THF e em seguida adicionou-se LiAlH, em excesso. A mistura foi
mantida sob refluxo por 24 horas e apos esse tempo foi adicionado acetato
de etila, seguido de solucéo de HCI 6N, gota a gota, até dissolucéo total do
material gelatinoso (hidroxido de aluminio). A extracao foi feita com éter
etilico e a fase etérea foi lavada com solugda de NaHCO,; (3 x 20 mL) e
depois com agua destilada. A evaporagdo do éter forneceu 140,8 mg de
residuo que foi anlisado por infravermeiho, quando observou-se o
aparecimento da banda em 3442 cm~! comespondente & hidroxila do alcool

e o desaparecimento da banda correspodente & carbonila do éster em 1734
cm-1 (figura 61)

LD
=

8.1

} /
figura 61: Espectro de infravermelho do produto da redugdo dos ésteres
totais do dleo A
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O residuo obtido foi submetido & cromatografia em coluna, utilizando-
se os seguintes eluentes; E1 = 33 mL -de hexano;, E2-="33 mL de
diclorometano e E3 = 67 mL de acetato 'de etila gue formeceram,
respectivamente, as fracbes F1, F2 e F3. A evaporacédo dos respectavos
solventes fomeceu os dados apresentados na tabela abaixo

Apbs andlise dos espectros de infravermelho destas fragbes e
comparagado por CCD com padréo de aicool , a fragéo F3 foi escolhida para
ser utilizada na sequéncia de derivatizagbes.

VI.1.3.3. Mesilacio dos dicools
. Os alcoois foram submetidos & reacfo de mesilagdo com cloreto de
mesila, trietilamina-e diclorometano na proporgéo de 10:1:5 (Crossland:e
Servis, 1970). A reacéo foi levada a efeito, misturando-se os reagentes,.a
10°C, sob agitagéo, e em seguida mantendo-0s em geladeira por uma noite.
Posteriormente, a mistura foi transferida para um funil de separacéo e
extraida, sequenciaimente, com 4agua gelada, com solucdo de HCl a 10% e
com solucdo saturada de NaHCO4. A remogédo do soivente fomeceu 40,2
mg de produto. O produto bruto foi analisado por infravermeiho, quando
observou-se o desaparecimento da banda caracteristica da hidroxila, em
3442 cm-1. Esse produto foi submetido & cromatografia em coluna,
utilizando-se os seguintes eluentes: E1 = solu¢cdo a 10% de acetato de etila
em hexano e E2 = diclorometano, fomecendo as fragdes F1 e F2,
respectivamente.

Apbs comparagéo por CCD com padrdo , a fragdo F1 foi escolhida
como constituida de mesilados e utilizada na seqéncia de derivatizacéo.

Vil.1.3.4. Reducéio dos compostos mesilados com LIAIH, e LIAID,.

O método utilizado para a reducdo dos compostos mesilados foi o
mesmo descrito para a reducéo dos ésteres (se¢do V1i.1.3.2).

A fracéo F1 dos compostos mesilados foi dividida em duas metades:
uma foi reduzida com LiAlH4 e a outra com LiAIDg4.

O produto resultante da reducdo com LiAlH4 foi chamado de fragéio
HHA, ou seja fragéo de hidrocarbonetos derivados dos acidos e o produto
resultante da reducdo com LiAID4 foi chamado de fracdo HDA, ou seja
fragdo de hidrocarbonetos deuterados derivados dos 4cidos.

. Esses produtos foram analisados por infravermetho, quando obteve-se
a confimacéo da formagdo dos hidrocarbonetos e, apés submetidos a
coluna filtrante, foram analisados também por CG e CG-EM.

115



Vil. EXPERIMENTAL

VIl.3. PARTE 3: Preparagéio de padrdes

VIl.3.1. Oxidagéo de colesterol a 4-colesten-3-ona

(Djerassi et al., 1956)
1. Cro,, H* %
.
2. KOH/MeOH 10%
(a) -0

colesterol 4-colesten-3-ona

'"l.

A uma solugdo de 3,0 g (7,77 mmol) de colesterol em 400 ml de
acetona (previamente destilada sobre permanganato de potassio), resfriada
a 10°C e sob atmosfera de argfnio, adicionou-se, rapidamente e com
agitacéo, 2,75 ml de solucdo de tribxido de crémio em &cido sulfdrico®”.
Apdés 5 minutos a mistura reacional foi diluida com 2 L de agua e o
precipitado foi fillrado e bem lavado com agua, rendendo 2,48 g de um
produto, que analisado por CG-EM, mostrou ser uma mistura de dois
isdbmeros, as cetonas «,p- e B,y-insaturadas. Essa mistura foi dissolvida, a
quente, em metanol e 3 gotas de solug&o de hidréxido de sédio a 10% foram
adicionadas. A solugio foi entdo mantida sob refiuxo por 5 minutos e em
seguida neutralizada com acido acético. O produto bruto ainda continha uma
pequena quantidade da cetona p,y-insaturada, que foi removida por
cromatografia, obtendo-se 2,13 g (5,55 mmol; rendimento de 71 %) de 4-
colesten-3-ona, cujo ponto de fusio, apds recristaliza¢éo, foi de 80-82 °C.

Caracteristicas espectrais do produto:

I V. (v NaCl__ ). 2920; 1670; 1460; 1370 cm™

E. M. m/z (%): 384(80); 369(10); 342(75); 229(40); 124(100)

RMN 1H (300 MHz; CDCls) &: 5,70 (s,1H); 2,45-1,20 (6m, 28H); 1,18
(s, 3H); 0,91 (d, J= 6,4 Hz, 3H), 0,86 (2d, J= 1,0 Hz, 6H) 0,7 (s, 3H) ppm.

~ RMN 13C (75,5 MHz; CDCl,) &: 199,1; 171,1; 123,7; 56,1; 55,9; 53,8;

42,3; 39,6; 39,5; 38,5; 36,1; 35,7; 35,7; 35,6; 33,9; 32,9, 32,0; 28,2; 27.9;
24,1, 23,8; 22,8; 22,6; 21,0; 18,6; 17,3; 11,9 ppm.

O Solugao de 26,72 g de tridxide de cr&mic; em 23 ml de &cido sulfﬁrico

concentrado, diluida com dgua para um total de 100 mlL.
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VIL.3.2. Reduciio de 4-colesten-3-ona a 58(H)-colestan-3-ona
(Hudricky, 1984)

)
L]
I|"

H
4-colesten-3-ona 5p(H)-colestan-3-ona

H,. Pd/CaCO,
15 psi, 1h

450 mg (1,17 mmol) de 4-colesten-3-ona foram dissolvidos em 30 mi
de acetato de etila e 600 mg de paladio desativado com carbonato de caicio
foram adicionados. A mistura foi levada ao hidrogenador e deixada por 1 h,
sob pressfo de hidrogénio (15 psi). O produto, apés submetido a coluna
filtrante, foi analisado por CG-EM quando observou-se a formacéo de uma
mistura de 5p(H)- e 5a(H)-colestan-3-ona, em proporgéo superior a 99:1 (58
(H):5a(H)). Apds purificac8o por cromatografia, seguida de recristalizacéo,
obteve-se 417 mg (1,08 mmol; rendimento de 92 %) do produto, 5p(H)-
colestan-3-ona, que apresentou ponto de fuséo de 64-65 °C.

Caracteristicas espectrais do produto:

L V. (vNaCl__): 2932, 2867, 1715, 1264cm™

E. M. m/z (%): 386(100), 371(25), 316(70), 231(95)

RMN 1H (300 MHz; CDCl,3) &: 2,40-1,05 (6m, 30H); 1,00 (s, 3H); 0,90
~ (d, 6,4 Hz, 3H); 0,86 (2d, J=1,0 Hz, 6H); 0,68 (s, 3H) ppm.

RMN 13C (75,5 MHz; CDCl,) 8. 211,5; 56,3; 53,8; 46,7; 44,7; 42.6;
39,9; 39,5; 39,0; 38,5; 36,2; 35,8; 35,6; 354, 31,7; 29,0, 28,2; 28,0; 24,2
23,9; 22,8, 22,6; 21,5; 18,7; 12,0; 11,4 ppm.
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Vil.3.3. Preparagéo da série de padrdes com configuragéio 58 (cis):

VIil.3.3.1. Preparagio de 3«-metil-55(H)-colestano
(Larock, 1989)

[Py,

H

5p(H)-colestan-3-ona ~3a-metil-5p(H)-colestano

VI1.3.3.1.1. Adi¢c8o de metil litio:

A uma solugéo de 5p(H)-colestan-3-ona (116 mg, 0,30 mmol) em
THF (5 mL), a 0°C, sob vigorosa agitagio e atmosfera de nitrogénio,
adicionou-se metil litio em hexano (0,2 mi, 0,37 mmol). A mistura reacional
permaneceu a essa temperatura por 15 minutos. Em seguida adicionou-se
solucdo saturada de cloreto de aménia e extraiu-se a fase aquosa com éter
etilico (5 x 10 mL) O extrato etéreo foi tratado com sulfato de sédio e
concentrado a vacuo. A andlise do produto, por GC-EM, mostrou que se
tratava de uma mistura de trés olefinas, indicando que o alcool formado na
alquilacéo, desidratou durante a manipulagéo.

VI11.3.3.1.2. Hidrogenag¢do da mistura de olefinas:

Como o objetivo seguinte era a obtencéo do hidrocarboneto saturado
e as trés olefinas levavam a formagéo dos mesmos produtos, a mistura foi
submetida & hidrogenag&o, usando etanol como solvente, paladio sobre
carvdo como catalizador e aplicando uma presséo de hidrogénio de 40 psi,
por seis horas. Obteve-se 95,12 mg de produto (0.25 mmol; rendimento
total de 82 %), oz = 20,4 (c=0,00980 g/, CHCl,).

Caractenst:&as espectrais do produto:

1. V. (v NaCl_..): 2025; 2853; 1458; 1376 cm!.

E. M. m/z (%): 386(36); 371(48); 231(100); 165(42).

RMN 1H (300 MHz; CDCl3) &: 2,00-1,00 (mm, 32H); 0,92 (s, 3H); 0,89
(t, J= 6,5 Hz, 3H); 0,87 (d, J= 1,3 Hz, 6H); 0,85 (d, J= 1,5 Hz, 3H) 0,64 (s,
3H) ppm

RMN 13C (75,5 MHz; CDCl3) &: 56,7; 56,4; 43,6; 42,7; 40,6; 40,3;
39,6; 37,5; 36,2; 36,2; 35,9; 35,8; 34,9; 33,6, 30,1; 29,7; 28,4; 28,1; 27.,5;
26,6; 24,3, 24 0; 23,8; 22.8; 22,6; 20, 9; 18,7; 12,1 ppm
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VIL.3.3.2. Preparacio de 3a-etil-55(H)-colestano
(Blomber e Hartog, 1977)

58(H)-colestan-3-ona 3p-etil-5p(H)-colestano

VII.3.3.2.1. Adigdo de brometo de etiia:

A 79 mg de magnésio, colocadas em um baildo sob atmosfera de
argdnio, adicionou-se, a temperatura e com agitacéo, 3 mL de éter etilico,
0,3 ml de brometo de etila e alguns cristais de iodo. Observou-se .a
formagio de uma coloragdo marron, seguiu-se uma reacdo brusca e.a
coloragéio passou a amareio, branco e por fim incolor. O bal&o foi colocado
em banho de gelo e, através de uma canula, adicionou-se 338 mg de 5p(H)-
colestan-3-ona (0,88 mmol) dissolvidos em éter etilico. Deixou-se a mistura
sob agitacéo durante toda a noite e, apés manipulagdo obteve-se 253,76
mg do alcool desejado (0,61 mmol; rendimento de 69 %), identificado por
CG-EM.

VI11.3.3.2.2. Desidratac&o do dlcool (Nishiguchi et al., 1987):

Ao &lcool obtido na reacéo anterior, dissolvido em tolueno, adicionou-
se 194,59 mg (1,22 mmol) de sulfato de cobre. A mistura foi mantida sob
refluxo por duas horas. A analise por CG-EM mostrou que o alcool foi
totaimente desidratado, dando origem a uma mistura de trés olefinas.

VI1.3.3.2.3. Hidrogena¢do da mistura de olefinas:

A mistura de olefinas foi dissolvida em etanol e, apés a adi¢cdo de
quantidade catalitica de paladio sobre carvéo, foi submetida &4 presséo de
hidrogénio de 40 psi, por seis horas. Obteve-se 214,72 mg (0,54 mmol) de

3a-¢til-58(H)-colestano (rendimento total de 61 %); oz = 31,6 (c=0,0103
~ gll, CHCl).
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Caracteristicas espectrais do produto: \

1. V. (v NaCl..): 2027; 2862; 1466; 1382; cm-!.

E. M. mVz (%): 400(41); 385(81); 245(100); 179(18).

RMN 1H (300 MHz; CDClg) &: 2,10-1,00 (mm, 34H); 0,92 (s, 3H); 0,89
{t, J= 6,5 Hz, 3H); 0,87 (d, J= 1,3 Hz, 6H); 0,85 (d, J= 1,5 Hz, 3H) 0,64 (s,
3H) ppm

RMN 13C (75,5 MHz; CDClg) &: 56,68; 56,42; 43,60; 42,75; 40,64;
40,39, 40,39, 40,36; 39,58; 37,48; 36,24; 35,95; 35,84, 35,27; 33,82; 30,19;
28,38; 28,05; 27,62(2); 26,60; 24,29; 24,10; 23,85; 22,84; 22,59; 20,91:
18,72; 12,07; 11,58 ppm.

Vil.3.3.3. Preparacéo de 3a-n-propil-58(H)-colestano

,

3.H, Pd/C
A 40 psi, 6h H

5p(H)-colestan-3-ona . 3a-n-propil-5p(H)-colestano

A preparagdo do 3a-n-propil-5p(H)-colestano, seguiu a mesma
seqiéncia de reagbes descritas para a preparagio do 3o-etil-5p(H)-
colestano (se¢&o VII.3.3.2.), apenas substituindo brometo de metila por
brometo de n-propila. O produto foi obtido com um rendimento total de 60 %.

Caracterizagdo do produto:

az = 26,8 (¢=0,01121 g/l, CHCl,);

. V. (v NaCl, ... 2926; 2862; 1465; 1379 cm-!.
E. M. m/z (%): 414(57); 399(100); 259(69); 193(12).
RMN 1H (300 MHz; CDCl3) &: 2,00-1,00 (mm, 36H); 0,91 (s, 3H); 0,89
(t, 3H); 0,87 (d, J= 1,3 Hz, 6H); 0,85 (d, J= 1,3 Hz, 3H); 0,64 (s, 3H) ppm.
- RMN 13C (75,5 MHz; CDCl3) &: 56,7; 56,4; 43,6; 40,7 40,4; 40,0,
39,6; 38,3; 37,5; 36,2; 36,0; 35,8; 35,3; 34,2; 28,4; 28,0; 28,0; 27,6; 26,6;
24,3; 24,1; 23,9; 22,8; 22,6; 20,9; 20,1; 18,7; 14,5; 12,1 ppm.
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VIi1.3.3.4. Preparacio de 3a-n-butil-58(H)-colestano

[

1. Buli

————
2 H,Pd/C
//" .
o A 40 psi, 8h )
5B(H)-colestan-3-ona 3ap-n-butiil-5p(H)-colestano

- A preparacdo do 3oa-n-butil-5p(H)-colestano, seguiu a mesma
seqléncia de reagbes descritas para a prepara¢do do 3-metil-5p-colestano
(sec¢do VII.3.3.1.), apenas substituindo metil litio por n-butil litio. O produto
foi obtido com um rendimento total de 79 %.

Caracterizagédo do produto:

az = 32,4 (c=0,0108 g/l, CHCly);

1. V. (v NaCl....): 2926; 2856; 1466; 1382 cm-1.

E. M. m/z (%): 428(31); 413(77); 273(100); 207(23).

RMN 1H (300 MHz; CDClg) 5: 2,00-1,00 (mm, 38H); 0,91 (s, 3H): 0,88
(sl, 3H); 0,87 (d, J= 1,2 Hz, 6H); 0,85 (d, J= 1,1 Hz, 3H); 0,64 (s, 3H) ppm.

RMN 13C (75,5 MHz; CDCig) 5: 56,7; 56,4; 43,6; 42,7; 40,6; 40,3
39,6; 38,5; 37,5; 37:3; 36,2; 35,9; 35,8; 35,2; 34,2; 29,3; 28,3; 28,0; 27,8; 26,
6; 24,3; 24,1; 23,8; 23,1; 22,8; 22,6; 20,9; 18, 7; 14,1; 12,0 ppm.
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Experimental Preparagiio de Padrdes

Vi1.3.3.5. Preparagéio do (88(H)-colesta-3«-H)-acetato de metila
(Texier-Boullet e Foucaud, 1979)

1. TEFA/K,C0,,H,0 ‘111%

2. H,, Pd/C; 40 psi, Bh’ o
- 3. DMAP /tolueno, (4) MeO
o] A H
5B(H)-colestan-3-ona (5B(H)-colesta-3u-il)-acetato de metila

VI1.3.3.5.1. Preparagéo do éster insaturado:

Uma mistura de carbonato de potassio (69 mg, 0,5 mmol),
fosfonoacetato de trietila (67,5 mg, 60 uL, 0,3 mmol), S5B(H)-colestan-3-ona
(100 mg, 0,26 mmol) e 3 mL de 4gua foi agitada a temperatura ambiente,
por dois dias. A mistura foi diluida com dgua e extraida com hexano. O
extrato foi tratado com sulfato de s6dio anidro e concentrado em rotavapor.
Obteve-se- 79 mg (0,177 mmol; rendimento de 68%) do éster etilico
insaturado, identificado por CG-EM.

VI1.3.3.5.2. Hidrogenac#o do éster insaturado:

Ao éster insaturado dissolvido em etanol, adicionou-se quantidade
catalitica de palédio sobre carvéio. Essa mistura foi submetida a pressdo de
hidrogénio de 40 psi, por seis horas e obteve-se o éster etilico, identificado
por CG-EM. |

VII1.3.3.5.3. Transesterificacio:

Ao éster saturado dissolvido em tolueno, sob atmosfera de nitrogénio,
adicionou-se 10,5 mg (0,09 mmol) de 4-(dimetilamino)piridina e deixou-se
em refluxo por 40 h. Apés resfriamento, adicionou-se solugfio de cloreto de

.amonia e a mistura foi extraida com acetato de etila. Apbs evaporagéo do
solvente & pressdo reduzida, obteve-se 40,1 mg (0,09 mmol) do produto,
correspodendo a um rendimento total de 35%.

Caracteristicas espectrais do produto:

1. V. (v NaCl.o ): 2031; 2867; 1729; 1466; 1380; 1151 cm™

RMN TH (300 MHz; CDCla) &: 3,65 (s, OCHs); 2,19 (d, CH,CO); 0,92
(s,3H,H-19); 0,64 (s,3H,H-18)

RMN 13¢C (75,5 MHz; CDCl3) &: 173,8; 56,7; 56,4; 51.4: 46,4;: 42,7
42,0; 40,6; 40,2; 39,6; 37,5; 36,2; 36,1; 36,0; 35,9; 35,2; 34,2; 28,4; 28,3;
28,1; 27,5; 26,5; 24,3; 24,3; 23,9, 22,8; 22,6; 20,9; 18,7; 12,1 ppm
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Experimentail | Preparactio de Padrdes

VI1.3.4. Preparaciio da série de padrdes com configuraciio 5« (trans):

Todos os hidrocarbonetos padrées desta série: - 38-metil-5a{H)-
colestano, 3g-etil-5«{H)-colestano, 38-n-propil-5«{H)-colestano e 33-n-
butil-5«{H)-colestano, foram preparados seguindo 0 mesmo procedimento
e com os mesmos reagentes utilizados na preparagéo dos compostos da
série 68, apenas substituindo o substrato 58(H)-colestan-3-ona por 5af{H)-
colestan-3-ona.

Esses produtos foram obtidos com rendimentos totais de,
respectivamente, 86, 67, 64 e 85 % e foram caracterizados por ILV.;E.M,;
RMN 'H e RMN 13C, e os resultados destas andlises sdo descritas em
seguida.

Vil.3.4.1. 38-metil-8«{H)-colestano

az = 24,8 (¢=0,0101 g/l, CHCLy);

1. V. (v NaCl,...): 2930; 2845; 1466; 1376 cm”

E. M. m/z (%): 386(31); 371(38); 231(100); 163(32).  _

RMN 1H (300 MHz; CDCl3) 8: 2,00-1,00 (mm, 32H); 0,89 (t, J= 6,5 Hz,
3H); 0,87 (d, J= 1,3 Hz, 6H); 0,85 (d, J= 1,5 Hz, 3H); 0,74 (s, 3H); 0,64 (s,
3H) ppm

RMN 13C (75,5 MHz; CDCl3) 5: 56,6; 56,4; 54,7; 46,8; 42,6; 40,2;
39,6;38,8; 37,9; 36,2; 35,8; 35,8; 35,6;33,2; ;2,2; 31,0;29,0; 28,3; 28,0; 24,2;
23,9; 22,8; 22,7;22,6; 21,1; 18,7; 12,3; 12,1 ppm

VIl.3.4.2. 35-etil-5a{H)-colestano

a» =23,2 (¢=0,0097 g/l, CHCI,);

I V. (v NaCl..): 2918; 2850; 1465; 1383 cm™

E. M. m/z (%): 400(50); 385(64); 245(100); 177(32).

RMN 1H (300 MHz; CDCl3) 5: 2,00-1,00 (mm, 34H); 0,89 (t, J= 6,5 Hz,
3H); 0,87 (d, J= 1,3 Hz, 6H); 0,85 (d, J= 1,5 Hz, 3H); 0,74 (s, 3H); 0,64 (s,
3H) ppm

RMN 13C (75,5 MHz; CDCl3) 5. 56,7; 56,5; 54,9; 46,8; 42.7; :40,2:
40,0; 39,6; 38,8; 36,3; 36,2; 35,9; 35,7; 35,5; 32,3; 30,1; 29,2, 287283
28,1;24,3; 23,9, 22,9; 22,6;21,1; 18,7; 12,4; 12,1; 11,5; ppm
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S&perimental Preparag¢do de Padrdes

VIISA.s. 38-propil-5aofH)-colestano

@ =269 (c=0,0093 g/l, CHCL);

I. V. (v NaCl.0.): 2928; 2850; 1465; 1383 cm™

E. M. m/z (%): 414(47); 399(59); 259(100); 191(32).

RMN TH (300 MHz; CDClg) 8: 2,00-1,00 (mm, 36H); 0,89 (t, J= 6,5 Hz,
3H); 0,87 (d, J= 1,3 Hz, 6H); 0,85 (d, J= 1,5 Hz, 3H), 0,74 (s, 3H); 0,64 (s,
3H) ppm

RMN 13C (75,5 MHz;, CDCig) 5: 38,8; 29,0; 39,9; 35,9; 46,8; 29,1
32,3; 35,6; 54.,8; 36,2; 21,1; 40,2; 42,7; 56,7; 24,3; 28,3; 164; 12,1; 12,4
35,9; 18,7 ;36,2; 23,9; 39,6; 28,0; 22,6; 22,8; 37,8; 20,0: 14,4 ppm

Vil.3.44. 38-butil-5«{H)-colestano

a =223 (c=0,0112 g/, CHCly);

. V. (v NaCl. . ): 2944: 2850; 1466; 1378 cm’™

E. M. m/z (%): 428(33); 413(55); 273(100); 205(27).

RMN 1H (300 MHz; CDCl3) &: 2,00-1,00 (mm, 38H); 0,89 (t, J= 6,5 Hz,
3H); 0,87 (d, J= 1,3 Hz, 6H); 0,85 (d, J= 1,5 Hz, 3H); 0,74 (s, 3H); 0,64 (s,
3H) ppm |

RMN 13C (75,5 MHz; CDCl3) 5: 38,8; 29,1; 38,1; 35,9; 46,8: 29,1;
32,3; 35,6; 54,8; 36,2; 21,1; 40,2; 42,7; 56,7; 24,3: 28,3; 56.4; 12,1; 12 4;
35,9; 18,7; 36,2, 23,9; 39,6; 28,0; 22,6; 22,8; 37,3; 29,3; 23,1 14,2 ppm
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ViL.3.4.5. Preparagiio do (5«{H)-colesta-34-li)}-acetato de metila
(Han e Boudjouk, 1982)

Yoy,

[

1. BICH,CQO,Me, Zn, L, / dicano o

o < 2. CuSO, /olueno (4) > MeO :
) 3. H,, Pd/C; 40 psi, 8h A
5a-eo]estan-3—ona (5a(H)-colesta-3p-il)-acetato de metila

Vii.3.4.1.1. Prepara¢io do p-hidroxi-éster:

‘Em um baldo, juntou-se, sob atmosfera de nitrogénio, 200-mg (0,52
mmol) de S5a(H)-colestan-3-ona dissolvidos em 5 mL de dioxano, 95 mg
(0,62 mmol de a-bromoacetato de etila, 61,4 mg (0,94 mmol) de zinco em
po e 28 mg (0,11-mmol) de iodo. O baléo foi mergulhado em um banho de
ultra-som e a marcha da reac#io foi acompanhada por CCD. Apds uma hora
o produto bruto foi juntado a uma mistura gelo-agua (20 mL) e foi extraido
com diclorometano (2 x 50 ml.), seguido de separagéo e secagem do
solvente. A evaporagio do solvente a presséo reduzida fomeceu 212,52 mg
(0,46 mmol) do B-hidroxi-éster desejado, com 88% de rendimento.

VI1.3.4.5.2. Desidratacdo do B-hidroxi-éster:

Ao B-hidroxi-éster dissolvido em tolueno, adicionou-se 147 mg (0 92
mmol) de sulfato de cobre. A mistura foi mantida sob refluxo por duas
horas. A analise por CG-EM mostrou que o éster foi totalmente desidratado,
dando origem a uma mistura de trés olefinas.

VII.3.4.5.3. Hidrogenagdo da mistura de olefinas:

A mistura de olefinas dissolvida em etanol, adicionou-se quantidade
catalitica de paladio sobre carvdo. Essa mistura foi submetida & presséo de
hidrogénio de 40 psi, por seis horas e obteve-se 175,36mg (0,32 mmol) de
éster (S5a(H)-colesta-3p-il)-acetato de metila (rendimento total das reagdes
de 75 %)
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Caracteristicas esredreis do produto:

1. V. (v NaClo...): 2820; 2850; 1747; 1465; 1381; 1154 cm™"

E. M. m/z (%): 444(29); 429(31); 289(100); 221(43)

RMN 1H (300 MHz; CDClg) 5: 3,66 (s, OCHs); 2,32 (d, CH,CO); 0,75
(s,3H,H-19); 0,64 (s,3H,H-18). _

'RMN 13C (75,5 MHz; CDCl3) 5: 173,9; 56,6; 56,4; 54.6; 51,4; 46 4:

42,7, 42,0; 40,1, 39,6; 38,4; 36,2; 35,9; 35,8; 35,6; 35,4; 35,3 32,1; 28,9;
28,6; 28,3; 28,1; 24,2; 23,9; 21,0; 22,9; 22,6; 18,7; 12,3 e 12,1 ppm,
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Figura 62: Espectro de Massas do 33-Metil-5a(H)-Colestano
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Figura 70:

Espectro de Massas do 3a-n-Butil-5p(H)-Colestano
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X. APENDICE B:
ESPECTROS DE MASSAS
CORRESPONDENTES AOS PICOS
LISTADOS NAS TABELAS 2, 3,9, 13E 15
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Figura 108: Espectros de massas dos hidrocarbonetos derivados dos
acidos hopanoicos, correspondentes aos picos 131 132. 133 e 134
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Figura 109: Espectros de massas dos hidrocarbonetos derivados dos
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acidos alquil esterandicos, correspondentes aos picos 191; 192, 193 e 194
dafi gura 44 (pagina. 77), descritos na tabela 15 (pégmas 77 e 78)
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Figura 123ﬁ_ Espectros de massas dos hidrocarbonetos derivados dos
acidos alquil esterandicos, correspondentes aos picos 195; 196. 197 e 198
da figura 44 (pagina. 77), descritos na tabela 15 (paginas 77 e 78)
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Figura 124: Espectros de massas dos hidrocarbonetos derivados dos
acidos alquil esterandicos, correspondentes aos picos 199; 200. 201 e 202
da figura 44 (pagina. 77), descritos na tabela 15 (paginas 77 e 78)
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