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2.1.
Fracionamento isotopico dos gases C;-Cs

Os isGtopos estaveis estdo presentes nos ecossistemas e sua distribuicédo
natural reflete, de forma integrada, a histéria dos processos fisicos e metabdlicos
no ambiente (Pereira, 2007). A utilizacdo das razbes isotépicas em estudos
geoquimicos baseia-se na existéncia de diferencas detectaveis na composi¢ao
isotopica dos compostos que participam no processo em estudo. Estas
diferencas ocorrem na natureza e sao resultado de processos bioquimicos e
geologicos que envolvem a discriminacdo de um dos is6topos. A particdo ou
discriminacao de isétopos entre duas substancias ou duas fases de uma mesma
substancia é conhecida como fracionamento isotépico (Schutz e Zabel, 2000). O
fracionamento pode ser resumido como um enriguecimento ou empobrecimento
do is6topo pesado da amostra em estudo em relagdo a sua fonte ou substrato
(Pereira, 2007).

Em geral, o fracionamento isotépico ocorre durante varios tipos de
processos fisicos e reagBes quimicas: a) reagdes de intercdmbio onde ocorre
uma redistribuicdo de is6topos de um elemento entre moléculas diferentes que
contém esse elemento b) efeitos cinéticos, 0os quais estdo associados com
processos unidirecionais incompletos como condensacdo ou evaporagao,
cristalizacdo ou fusdo, adsorcdo ou desorcéo, reacbes mediadas biologicamente
e difusdo. Normalmente, isétopos leves sao mais moveis e mais susceptiveis
ao0s processos que os isotopos pesados. O fracionamento isotépico que ocorre
durante estes processos € indicado pelo fator de fracionamento a o qual é
definido como a razéo is6topo pesado / isétopo leve do composto na fase A (Ra)
dividido pela correspondente razéo isotépica do composto na fase B (Rg) (Schutz
e Zabel, 2000).

dag=Ra/ Rg

O carbono esta presente em uma ampla variedade de compostos na Terra,

desde espécies organicas altamente reduzidas na biosfera até espécies

inorganicas oxidadas como CO, e carbonatos. A presenca de uma mesma
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espécie quimica, em diferentes estados de oxidacdo, em um sistema geoldgico,
representa um exemplo ideal da ocorréncia natural de fracionamento. Os dois
principais reservatérios terrestres de carbono, matéria organica e carbonatos
sedimentarios, apresentam diferentes caracteristicas isotdpicas devido a
operacédo de dois diferentes mecanismos de reagdo: a) o equilibrio isotopico em
reagdes de intercambio dentro do sistema carbono inorganico (COyg—HCO;
ag—>CaCOs) resulta no enriquecimento do **C nos carbonatos; b) durante a
fotossintese, efeitos isotopicos cinéticos produzem a concentragdo do isétopo
leve **C no material organico sintetizado (Hoefs, 2004).

A composicdo isotépica dos C;-Cs em gas natural fornece informacéo
importante sobre a fonte precursora de gés, o processo geoldgico de formagéo
de gas (heranca isotopica) e o fracionamento isotopico devido a fendbmenos
fisicos e bioguimicos. A figura 2 demonstra a sucessao de processos envolvidos
na geracdo de gas. Apos a diagénese que gera o querogénio a partir da matéria
organica sedimentada, a degradacdo térmica pode promover a formacdo de
moléculas gasosas de acordo com duas rotas diferentes: a) geragdo direta de
gas desde o querogénio por craqgueamento primario, ou b) geracéo de gas por
cragueamento do petréleo gerado a partir do querogénio (cragqueamento
secundario). Apos a formacao na rocha geradora, o gas é expulso e migra até o
reservatorio. No processo de migracdo e no reservatorio, podem ocorrer varios
fendbmenos poOs-genéticos, tais como perda de gas por vazamento através dos
arenitos ou oxidacao (bacteriana ou quimica) dos hidrocarbonetos. Em qualquer
destas etapas, gas biogénico (metano) pode ser incorporado e se misturar com o
gas termogénico, além disso, o reservatério pode sofrer descarga de misturas
complexas de gases termogénicos vindos de diferentes rochas geradoras e com
diferente maturidade (Prinzhofer e Hue, 1995).

Assim, a caracterizagdo do gas natural pode se tornar complexa devido
aos varios processos que afetam a composicdo quimica e isotopica. Durante os
primeiros estagios da diagénese, o gas biogénico produzido € principalmente C;
com um &“C aproximado de -55% ou menor. Nos primeiros estagios da
catagénese, gas e oOleo sdo produzidos concomitantemente a partir do
querogénio nas rochas geradoras, enquanto, no final da catagénese, é gerado
gas por cragueamento térmico do querogénio residual e do Oleo. Este gas
termogénico contém quantidades de hidrocarbonetos C,-Cs quase ausentes no
gas biogénico, embora a geracdo de gas proceda através da janela de 6leo em
estagios avancados de catagénese, 0 gas torna-se progressivamente mais seco

e isotopicamente mais positivo (Rooney et al., 1995). O gas natural que contém
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menos metano (normalmente inferior a 85% de metano) e mais etano e outros
hidrocarbonetos mais complexos é chamado de gas umido. O gas natural que
ocorre na auséncia de hidrocarbonetos condensados ou liquidos (C,-Cs), ou que
teve hidrocarbonetos condenséveis removidos, é conhecido como gas seco
(Head et al., 2003). As mudancas em composicdo molecular, no final da
catagénese, presumivelmente sdo devidas a instabilidade dos C,-Cs em altas
temperaturas. O metano se mantém estavel em condi¢cbes de alta presséo e
temperatura, embora possa ser alterado por bactérias sulfato redutoras em

ambientes mais raros.

GASES HIDROCARBOMNETOS .
FATORES POTENCIAIS DE FRACIONAMENTO ISOTOPICO

Fracionamento genético Frac:ionamen‘t’g\eost-genético
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Figura 2 Diagrama esquemético demonstrando os fatores controladores do

fracionamento isotépico dos gases C;-Cs (Prinzhofer e Hue, 1995) Modificado.

Embora o metano biogénico seja enriquecido em **C e *H comparado com
0 metano associado a alteracao térmica de matéria orgéanica, alguns processos
como migracao difusiva e adsorcéo/dessorcdo podem induzir o fracionamento. O
enriquecimento no isétopo leve *2C pode ser causado pela mistura entre gases
biogénicos e termogénicos ou por processos difusivos. Assim, 0s processos de
migracdo, mistura e alteracdo oxidativa de gases geram complicacdes na
avaliacdo de fontes e estagios de geracao de hidrocarbonetos. A identificacdo e
separacao das contribuicbes destes processos requerem um entendimento de
como estes processos alteram quantitativamente a composicdo quimica e

isotopica do gas natural (Prinzhofer e Pernaton, 1997).
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2.2.
Ciclos dos Hidrocarbonetos C1-Cs

Gases hidrocarbonetos incluindo metano (CH,; C,), etano (C,Hs, C»),
propano (CsHg, Cz), iso-butano (i-C4Hio, i-C4) e n-butano (n-C4Hie, n-C,) séo
produzidos naturalmente em ambientes profundos, em sistemas petroliferos
ativos, e representam 0s componentes majoritarios do gas natural. Os
hidrocarbonetos que compdem o gas natural sdo produzidos primariamente a
partir da decomposicdo de matéria organica. Quando a decomposi¢do ocorre
mediante uma acao bioldgica, o produto predominante é C; (gas biogénico), e os
outros hidrocarbonetos (C,-Cs) estdo presentes somente em niveis traco.
Quando a producéo de géas € devida a decomposi¢cdo térmica (gas termogénico)
0s C,-Cs sdo mais abundantes, geralmente representam em média até 10% do
gas. O gas biogénico pode ser distinguido do termogénico mediante a

composicao isotopica do carbono e hidrogénio (Figura 3).
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Figura 3 Combinagéo do 5"*CH, e 8D-CH, demonstrando as principais fontes de
C; (Melton et al., 2011) Modificado.

Um gas bacteriano apresenta um 53CH, menor do que -50%o, 6D-CH,4
menor do que -250%. e uma razdo C,/(C,+C;) maior do que 100. Um gas
termogénico tem um 5**CH, maior do gue -50%o, 6D-CH4 maior do que -250%o e
uma razao C,/(C,+Cs3) menor do que 100 (Baldassare e Laughrey,1997). O gas

natural estd amplamente distribuido no subsolo devido a sua alta mobilidade e é
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acumulado em armadilhas geoldgicas. O C; tem recebido maior atencédo que 0s
C,-Cs, devido a sua importancia energética, e seu efeito na mudanca climética e
na quimica atmosférica (Kinnaman et al., 2007).

Os ciclos atmosféricos dos hidrocarbonetos C,-Cs sdo similares ao ciclo do
Ci, onde as emissbes sdo principalmente terrestres e as perdas sé&o
majoritariamente atmosféricas. Assim como o C;, 0s niveis atmosféricos dos
hidrocarbonetos C,-Cs sao elevados no hemisfério norte e podem ser alterados
pela presenga de radicais hidroxila (OHe¢). No entanto, as concentragdes dos
hidrocarbonetos C,-Cs sdo muito menores que a concentracdo do metano
(diferenca de mais de trés ordens de magnitude) e os tempos de residéncia dos
C,-Cs na atmosfera sao da ordem de alguns dias (o tempo de residéncia do C; é
8,4 anos). A fonte principal de C, é a queima de biomassa, enquanto as maiores
fontes de C; (pantanos naturais, gado bovino e cultivos de arroz) ndo sao fontes
significativas de C,-Cs. Rudolph (1995) apresenta uma revisdo bibliogréfica
sobre estudos de fontes biogénicas e antropogénicas de C,. A perda de gas
natural (a partir de reservatorios no subsolo) durante operacdes especiais como
perfuragdo de pogos, exploracdo de carvdo mineral, construgdo de gasodutos e
oleodutos, ocasiona emissdes importantes de C, estimadas em 6 Tg por ano
(Rudolph, 1995). As fontes de C; e C, ndo sdo muito conhecidas, mas
geralmente s&o as mesmas do C; incluindo a queima de biomassa, emissdes de
oceanos, solos e vazamento de gas natural. A quantidade de C; livre na
atmosfera é superior a quantidade estimada pela perda de gas natural e pelas
emissdes antropogénicas, aumentando a possibilidade de emissdes geoldgicas
significativas de gases C;-Cs através de falhas permeaveis e rochas fraturadas.

Emissdes naturais e antropogénicas de hidrocarbonetos C,-Cs contribuem
para a poluicdo da atmosfera como resultado de reacbes fotoquimicas que
envolvem o radical hidroxila e éxidos de nitrogénio NO, (Kinnaman et al., 2007).
Estes hidrocarbonetos séo precursores de ozénio e de outros foto-oxidantes. O
potencial de geracdo de ozbnio para os C,-Cs em processos quimicos
atmosféricos depende ndo somente das suas concentragfes, mas também das
suas reatividades. A velocidade de reacdo com o radical hidroxila € uma boa
indicacé@o para conhecer a reatividade destas espécies (Qin et al., 2007).

Alguns microorganismos podem alterar a distribuicdo de hidrocarbonetos,
principalmente pelo consumo destes em presenca de um oxidante. O consumo
microbiano de C; € conhecido como metanotrofia, este processo apresenta uma
bioquimica interessante e logicamente altera o ciclo do C;. As enzimas

responsaveis pela oxidacdo de C; (que ocorre em ambientes oxidativos e
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anoxicos) sdo duas formas primarias de metano monooxigenase (MMO),
particulada (pMMO) e solavel (sSMMO). Ambas as enzimas sédo capazes de ativar
substratos com multiplos carbonos incluindo alcanos de cadeia curta e alquenos,
e a sMMO ¢é conhecida pela ativagdo de éteres, aliciclicos, aromaticos e
heterociclicos. Alguns metanotrofos aerdbicos tém mostrado crescimento com o
consumo simultdneo de C; e substratos organicos, um exemplo € a adi¢cao de
acetato em cultivos para estimular a oxidagdo do C;. No entanto, o efeito da
adicdo de outros substratos sobre a absor¢cdo de C; ndo esta estabelecido,
especialmente na presenca de outros hidrocarbonetos (Kinnaman et al., 2007).

O consumo microbiano dos hidrocarbonetos C,-Cs tem sido estudado em
menor extensdo que o consumo do C;. Alguns organismos que tem apresentado
oxidagéo de C,-C, séo diferentes espécies de Pseudomonas e Nocardioides.

Os motores de veiculos emitem tragos de etano e antes da implantacéo de
conversores cataliticos, emitiam tragcos de propano. Isdmeros de butano e
pentano tém fontes mais dissipadas, mas aumentam consideravelmente em
processos de extracdo e distribuicdo de combustiveis fosseis (Yates E. et al.,
2010).

Variagbes em temperatura e umidade podem influenciar as emissfes de
metano de origem natural (incéndios florestais e pantanos). Se altas
temperaturas coincidem com condi¢cbes secas, as emissdes pirogénicas podem
aumentar enquanto as emissfes biogénicas diminuem. Assim, ja que padrdes de
temperatura e umidade variam regionalmente, as emissdes de hidrocarbonetos
também variam regional e sazonalmente (Clarkson et al., 1997; Ferretti et al.,
2005). Qin et al. (2007), reportaram variacbes sazonais e diurnas dos C,-Cs
atmosféricos em Dallas, determinando as concentra¢cdes mais altas em inverno e
horarios de maior trafego veicular.

Milkov et al. (2004), estudaram a distribuicdo do hidrato de carbono (gas
hydrate) em sedimentos marinhos no sul de Oregon (EUA), detectando
variabilidade nas concentracbes de C, e C; por possivel fracionamento
molecular, resultado da cristalizacdo de gés hidrato contendo C,. O hidrato de
carbono é um mineral composto de agua e gas natural (principalmente metano)
gue ocorre nas regibes polares e em sedimentos marinhos e lacustres em
profundidades de &gua superiores a 200 - 600 m, dependendo da temperatura
da &gua, da composi¢cdo do gés, da porosidade do meio e da salinidade. A
reserva global submarina de hidrato de carbono tem sido estimada na faixa de
500-2500 Gt de metano, tornando-se uma fonte energética de bastante interesse

(Milkov et al.,2004). Embora o componente principal do hidrato de carbono seja
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metano e agua, a composic¢ao variavel dos C,., tem sido empregada para estimar
padrdes de cristalizacdo e indicar possiveis zonas de ocorréncia. Enriquecimento

em algum C,. pode indicar prévia cristalizacdo de gases mais leves.

2.3.
Analise dos n-alcanos C;-Cs por CG-EMRI

Metano, etano, propano, isobutano e n-butano (componentes do gas
natural) podem ser caracterizados mediante sua raz&do isotopica de carbono
(**C/**C) e hidrogénio (*H/*H). Os is6topos pesados **C e ?H (ou deutério, D) s&o
espécies de menor abundancia (1% do carbono total, 150ppm do hidrogénio
total), assim pequenas varia¢des nas razdes **C/*?C e H/D sdo medidas com alta
precisdo e exatiddo mediante espectrbmetros de massas modernos (Schoell,
1993).

A analise isotépica de carbono em gas natural envolve, inicialmente, a
separacdo dos componentes individuais do gas usando um cromatégrafo de
gases, combustdo em linha para transformagdo dos componentes em CO,,
purificacdo do CO, produzido, e por ultimo, introducdo deste gas no sistema de
EMRI. O espectrdmetro de massas separa e detecta analitos de acordo com a

movimentac¢ao dos ions em um campo eletromagnético.

2.3.1.
Espectrometria de Massas de IsGtopos Estaveis

A espectrometria de massas de isOtopos estaveis é uma técnica
espectrométrica que permite a medicdo de abundéncias relativas de is6topos
estaveis em uma amostra. Em contraste com os espectrdmetros de massas
convencionais que fornecem informacbes estruturais pela varredura de uma
ampla faixa de massas (verificando a presenca de varios ions fragmentados
caracteristicos), os equipamentos de EMRI medem abundancias isotépicas com
alta precisédo e menor flexibilidade na discriminagdo de massas. (Meier, 1999).
Em medidas de razao isotopica, os analitos devem ser convertidos em gases
simples antes de entrar na fonte de ions do equipamento. Medidas isotépicas de
ZH/MH, PN/MN, Bcr/?c, ®0/*0 e *'S/*?S sado feitas a partir dos gases Ha, N,
CO,, SO, 0u SFg, respectivamente (Brenna et al., 1997). A Figura 4 demonstra o
esquema de um equipamento de EMRI genérico incluindo a fonte de ions, o
analisador magnético, e o sistema de detec¢do. Na fonte idnica ocorrem a

ionizagdo eletrbnica, a formacédo do feixe de ions e a aceleracdo dos ions. A
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deflexdo magnética da-se no analisador e a deteccdo ocorre no coletor multiplo.
Um equipamento de EMRI precisa de um sistema de vacuo capaz de manter a

pressdo menor que 10 mm Hg.

Coletores tipo

Faraday
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Feixe de lons
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Figura 4 Sistema convencional de EMRI (Brenna et al., 1997) Modificado.

Na fonte de ions, elétrons sao liberados de um filamento incandescente de
tungsténio ou rénio e sdo acelerados por um potencial eletrostatico de energia
de 50 a 150 eV. Estes elétrons colidem com as moléculas e geram espécies
idbnicas que sdo aceleradas, extraidas e focalizadas por lentes eletrostaticas.
Para incrementar a probabilidade de ionizacao, é usado um campo magnético
fraco que mantém o caminho dos elétrons em forma espiral. No final da camara
de ionizacdo os elétrons sao coletados por uma armadilha carregada
positivamente, onde a corrente eletrénica € medida e mantida constante (Hoefs,
2004). As moléculas ionizadas sao atraidas para fora do feixe de elétrons por
acao de um campo elétrico, posteriormente sao aceleradas por varios kV e
passam atraveés de uma fenda de saida dentro do analisador. No analisador, 0
feixe de ions passa através de um imd& e é direcionado por um campo
eletromagnético constante, até um sistema detector (Brand, 1995). Quando o
feixe de ions atravessa o campo magnético, os ions sdo desviados em trajetorias
circulares, os raios destas trajetérias sdo proporcionais a raiz quadrada da razéo
massa/carga. Assim, os ions sdo separados em feixes, cada um caracterizado
por um determinado valor de m/z (Hoefs, 2004). Os sistemas de introdugéao de

amostra de maior uso sdo o analisador elementar (AE) e o cromatégrafo de
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gases (CG). Nestes dispositivos a amostra é separada e 0s componentes
individuais sdo transformados em gases simples apos a eluicdo da coluna, e
injetados no sistema de EMRI.

Na analise isotopica do CO,, devem ser monitoradas trés massas 44, 45 e
46 correspondentes aos isotopémeros ?C'®0,, '*c'®0,, '*C'®0™0,
respectivamente. Cada massa (feixe i6nico) é registrada simultaneamente por
um coletor mdaltiplo tipo Faraday. Os coletores séo alinhados em posi¢des fixas
ao longo do plano da imagem do setor magnético do espectrémetro. A corrente
ibnica resultante é continuamente monitorada, subseqientemente digitalizada e
transferida até um ordenador (Meier, 1999). As correntes idnicas sao
amplificadas e processadas mediante um conversor de alta freqiéncia. No
ordenador as areas de cada isotopdmero sao integradas quantitativamente e a
razao isotdpica é calculada.

E preciso ter em mente que em EMRI é determinada a diferenca na
propor¢do de is6topos com maior precisdo e exatiddo do que a razao isotopica
absoluta. As medidas em EMRI fornecem informacdo sobre a abundéncia
isotopica do gas analito em relagdo a medida de raz&o isotopica de um gas
padrdo ou referéncia (Meier, 1999). Por conveniéncia, as razbes sdo
normalmente expressadas em notacdo delta em parte por mil (%o) relativas ao
padrdo PDB (Pee Dee Belemite) para o carbono e ao padrdo SMOW (Standard
Mean Ocean Water) para o hidrogénio (Schoell, 1993).

5°C (%o) =
( 00) |: (13C /12 C)PDB

(13C I“c )amostra _ 1:| X 1000

(D7 H )anosra 1} X1000

éD(%"):{ (D/H)

smow

Assim, os valores & correspondem a razao entre is6topos pesados e leves
na amostra comparados a um padréo internacionalmente reconhecido. Um valor
positivo de & indica que a amostra tem raz&o isotopica maior que o padréo e
possui mais espécies isotdpicas pesadas. Por outro lado, os valores negativos
indicam que a amostra tem uma razao isotdépica menor que aquela do padréao
(Pereira et al., 2007).
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2.3.1.1.
Injecdo Dupla

Nesta técnica de andlise, as medidas da abundéancia isotépica sao feitas
usando um sistema de injecdo duplo (dual inlet) com dois reservatérios de gas
(gas de referéncia e gas amostra), cada um ligado a fonte idnica mediante um
sistema de capilares. Para evitar o fracionamento isotdpico causado pela efusao
de gases no vacuo do espectrdmetro de massas, o0 sistema de capilares garante
um fluxo viscoso (pressdo igual ou superior a 20mbar) e acopla a entrada de
gases. Durante um fluxo viscoso de gas, as moléculas colidem freqiientemente
(alta mistura do gés), evitando a discriminacdo de massas (Hoefs, 2004). Entre
0s capilares e o espectrometro de massas, uma valvula é usada para alternar a
entrada de gases na fonte idbnica mantendo um fluxo constante. As correntes
ibnicas dos isotopOmeros de interesse sdo amostradas simultaneamente
mediante um arranjo de coletores multiplos tipo Faraday (Brand, 1995).

Para analisar amostras usando esta técnica é necessario realizar a
extracdo e combustdo em um sistema off-line. Tipicamente, a preparacao off-line
das amostras envolve multiplos passos em linhas de vacuo customizadas com
agentes secantes, armadilhas criogénicas, reatores com catalisadores e micro-
destiladores. Durante estas etapas pode ocorrer fracionamento isotépico e
contaminacdo das amostras, e em geral, o0s métodos de extracdo manual séo
demorados e tediosos, além de requerer maior volume de amostra e maior
habilidade por parte do operador. A combustdo da amostra purificada pode ser
feita estaticamente em um tubo evacuado (contendo CuO a >700°C), ou
dinamicamente em uma linha de vacuo com excesso de O, (Brenna et al., 1997).
Na figura 5 encontra-se representado um esquema simplificado comparativo dos

sistemas de introducéo de amostra.

2.3.1.2.
Fluxo Continuo

Analisadores elementares e cromatégrafos de gases acoplados a sistemas
de EMRI funcionam mediante um fluxo continuo. Nestes equipamentos, um fluxo
continuo de He ultra puro carrega os gases simples, produtos da combustéo até
0 espectrometro de massas (o fluxo somente é interrompido para a inje¢do de

pulsos de gas de referéncia). Assim, a preparacdo da amostra ocorre em linha.
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Sistema de Detecgdo
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Referéncia { 81
v '@‘1’* Amplificadores

-

Final
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72
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amostra-referéncia
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-+— Refletor de 1ons

"'""-—-... Fluxo de gas

Amostra Filamento lonizante

Bombs de =—

vacuo Fonte de lonizagao

Gas

s Vilvula
Referencia

Figura 5 Sistemas de introducdo de amostra em EMRI: Fluxo continuo e Dupla
injecdo (Brenna et al., 1997) Modificado.

No analisador elementar, as amostras sdo pesadas em uma capsula de
estanho e sdo introduzidas no equipamento através de um carrossel automatico.
A amostra é direcionada até um reator de combustdo aquecido (1000-1100°C)
em uma atmosfera enriquecida em oxigénio. Os produtos de combustdo passam
pelo catalisador tri6xido de cromo (CrOz) usando um fluxo de He constante. Os
produtos de oxidag&o passam pelo tubo de redugdo mantido a 650°C, contendo
cobre, onde os NO, sdo reduzidos a N, e 0 excesso de oxigénio é removido. A
agua de combustdo é removida mediante um agente secante (perclorato de
magnésio) e os produtos gasosos, CO, e N,, sdo separados por uma coluna
cromatogréfica e detectados no sistema de EMRI. A coluna de separacédo pode
ser trocada por uma armadilha criogénica (Brenna et al., 1997). O analisador
elementar também pode ser usado na configuragdo de pirélises, usando um
reator de ceramica recheado com fragmentos de carbono vitreo. A pirélise ocorre
em auséncia de oxigénio a altas temperaturas (1250-1400°C) e permite medir as
razbes isotopicas *H/*H e '*0/*®0. Os produtos formados durante a pirdlises

dependem da composicdo elementar da matriz e a amostra € pesada em

capsulas de prata (Amaral, 2008).
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2.3.2.
Cromatografia Gasosa Acoplada a EMRI

O acoplamento de cromatdgrafos de fase gasosa com espectrémetros de
massa de razao isotdpica constitui uma das mais verséateis técnicas isotopicas,
pois combina o poder de separacao das técnicas cromatogréficas com a elevada
precisdo e exatiddo da determinagdo de isGtopos estaveis. Na técnica de CG-
EMRI, um cromatégrafo com um sistema de inje¢cdo convencional (Split/splitless
ou on-column) € acoplado a um sistema de EMRI mediante um reator de
combustao que age como interface. Esta técnica foi introduzida por Matthews e
Hayes em 1978 (Brenna et al., 1997). O reator consiste em um tubo de ceramica
ou quartzo com fios de CuO/Pt ou CuO/NiO/Pt mantido a uma temperatura
aproximada de 900°C. Os o6xidos do reator fornecem o oxigénio necessario para
a combustao quantitativa de compostos orgéanicos até CO, e H,O. A conversdo
guantitativa dos compostos nitrogenados a N, é feita em um reator de reducao
contendo Cu a 600°C. Uma valvula de escape facilita a re-oxidacdo do reator de
combustdo (com um fluxo de O,) e a inversdo de fluxo (backflush) do sistema
(Brand, 1996). Para remover o vapor de agua gerado durante a combustéo, é
usada uma armadilha de um polimero de tetrafluoretileno sulfonado (Nafion) que
age como uma membrana semipermedvel retendo os produtos de combustéo e
expulsando agua (Meier, 1999). Esta remocdo € necessaria ja que tragos de
agua na fonte idnica causam a protonacéo do CO,, cujo produto HCO," interfere
na andlise do '*CO,. Assim, a amostra de interesse é introduzida no GC e
separada em seus constituintes mediante uma coluna, os efluentes do GC
entram no reator (onde sédo convertidos quantitativamente em gases simples), o
vapor de agua gerado na combustédo é removido e finalmente, os picos de CO,
resultantes da oxidagdo de cada analito sdo introduzidos sequencialmente na
fonte de ions. O acoplamento ao espectrobmetro de massa é feito através de uma
fenda aberta (open split), a fim de lidar com as flutuagdes de pressao inerentes
ao processo de combustdo. A figura 6 demonstra um esquema simplificado do
sistema CG-EMRI.

Neste sistema de fluxo continuo, os processos de purificacdo e o
comprimento da interface produzem sinais analiticos com formas Gaussianas. A
medicdo de sinais transientes com alta precisdo precisa de um alto grau de
linearidade no espectrémetro de massas, em especial na fonte ibnica. A
ionizagd@o por impacto eletrénico é ideal pela alta estabilidade e pelo rendimento

no processo de ionizacéo (Brand, 1996).
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Devido ao efeito isotdpico cromatogréafico o sinal da m/z 45 (**CO,)
antecede o sinal da m/z 44 (**CO,) por alguns milissegundos, este deslocamento
depende da natureza do composto e das condi¢6es cromatograficas. Este efeito
é causado pelas diferentes interagcfes entre o soluto e a fase estacionéria (forcas
de Van der Waals) que geram a eluicdo adiantada do isotopémero mais pesado
(Meier, (1999)).

Fluxo Inwverso Interfase Espectrometro de massas de razdo isotopica
n Forno do CG nDIC Forno de
1 combustio Forno de Reducdo Magneto
Y Lo . }
— rmgdiiha
de ggua
|
Ciganio F ﬁﬁﬁwm
He GEsad  imjeSorae 12007
= Colra Analitica Reteranglz  gdsde
Referencly
|
Fenda Aberta Fonte I6nica Coletores tipo Faraday

Figura 6 Esquema simplificado de um sistema CG-EMRI (Brand, 1996)Modificado.

2.4,
Andlise de gases traco

Procedimentos longos associados com a amostragem, preparacdo de
amostras em linhas de vacuo e andlise isotdpica por injecdo dupla, limitavam o
uso da composicdo isotépica de gases na determinacdo de fontes e processos
de fracionamento. A técnica CG-EMRI com fluxo continuo requer menos volume
de ar, a preparagdo de amostra é feita em linha e o tempo de preparagédo de
amostra € significativamente menor do que a analise por EMRI convencional
(Rice et al., 2003).

Medidas de composi¢do isotépica nos gases traco atmosféricos mais
abundantes, séo feitas por EMRI no modo de dupla injecdo (dual inlet), nesta
técnica sédo necessarios grandes volumes de amostras, por exemplo, a analise
isotopica de metano atmosférico geralmente precisa de até 50L de amostra e na
analise de 5'°C em CO s&o necessérios entre 400 e 800L de amostra de ar
(Rudolph, 1995). Um maior tamanho de amostra requerida por analise impede
uma determinacao destes gases de forma rotineira.

Assim, os desafios mais importantes na andlise de gases traco sdo a baixa
concentracdo de analito, os volumes elevados de amostras necessarios para

produzir informacdo isotopica com alta exatiddo e precisdo e 0 acesso a
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metodologias de extracdo livres de fracionamento e contaminacédo. Igualmente,
em analise de tracos as duplicatas resultam comprometidas quando a
quantidade de amostra € insuficiente e 0s pontos de amostragem sao remotos.

A concentracdo criogénica e crio-focalizacdo de gases tém-sido
vislumbradas como ferramentas poderosas na andlise isotopica on-line de
amostras com baixa concentracdo de analitos. Os gases mais pesquisados tém
sido aqueles com potencial de efeito estufa, e 0s gases importantes em
exploracéo de hidrocarbonetos e em elucidagéo de ciclos biogeoquimicos.

2.4.1.
Concentracao de Gases para analise por CG-EMRI

Na area de estudo de &guas naturais, especialmente em sistemas
aquaticos anaerdbicos, Poop e Sansone (1995), analisaram a composi¢ao
isotdpica do metano dissolvido em 4gua de mar e sedimentos mediante duas
técnicas de introducdo de amostra, pré-concentracdo em fluxo alto de He e
andlise de headspace. Em ambas as técnicas a pré-concentracdo do CH, foi
feita mediante secagem da amostra, tratamento criogénico (coleta em nitrogénio
liquido, sobre adsorvente Porapak-Q), dessorcéo de gases (200°C), separacao a
baixa temperatura (-25°C, coluna PoraPLOT-Q) no CG, combustdo (1000°C),
remocdo de 4gua e andlise da composi¢cdo isotdpica no espectrdmetro de
massas. A razao isotdpica do metano foi empregada no monitoramento de
diagéneses anaerébica de sedimentos correspondentes a sistemas com baixas
introducbes de matéria organica.

A Figura 7 demonstra o sistema usado no caso da técnica de analise do
headspace de sedimentos. O sistema de inje¢do foi composto por uma agulha
calibre 22 ligada a uma valvula de duas posi¢cées. O gas headspace injetado
passou através de um tubo de Nafion de 20 cm para remocéao do vapor de agua
mediante um fluxo de 10 mL/min de He. O gas seco foi crio-focalizado através de
uma coluna capilar de 0.53mm (didametro) e foi adsorvido em um segmento de
2cm (comprimento) de Porapak-Q submerso em nitrogénio liquido (Figura 8a). O
géas foi dessorvido usando um mini forno de quartzo contendo um fio de Ni-Cr
mantido a 200°C. O metano foi separado do N, e CO, usando uma coluna
capilar Poraplot-Q, um fluxo de 2mL/min de He e uma temperatura de -25°C.
ApoOs a amostra ser oxidada mediante um forno de Cu/Pt (1150°C), a agua de
combustdo foi removida e a composi¢ao isotépica foi determinada usando um
sistema de EMRI.
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Espectrimetro de Massas
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Coluna PoraPLOT-C Respiradouro 'D'

Frasco 20 mL

Figura 7 Diagrama esquemaético do sistema usado para amostragem de metano na

técnica headspace (Poop et al., 1995).

Na técnica de pré-concentragdo com fluxo alto de He (Figura 8b), os gases
da amostra liquida, carreados por um fluxo de 20 mL/min de He, passaram
através de uma coluna capilar com uma armadilha de agua (bulbo 10 mL) até um
tubo de Nafion (separador de agua). O CO, foi removido usando uma coluna de
5cm preenchida com Ascarite Il. Os gases remanescentes foram focalizados,
mediante uma valvula Valco, até a unidade criogénica onde o metano foi
coletado em nitrogénio liquido sobre uma coluna de aco inoxidavel preenchida
com o0 polimero Porapak-Q. A separacdo e analise do metano, incluindo crio-
focalizagdo e cromatografia foram idénticas ao procedimento descrito para 0s
gases headspace.

Posteriormente, Poop e Sansone sugeriram a troca do banho de nitrogénio
liqguido por um banho de etanol/nitrogénio liquido (-118°C) para diminuir a
guantidade de nitrogénio e oxigénio coletados, que podem interferir na analise
de metano. Nesta temperatura o nitrogénio e oxigénio sdo expulsos do sistema

através do respiradouro.
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Figura 8 Diagrama esquemaético do sistema usado na analise isotépica de CH, a
partir de agua de mar (Poop et al., 1995).

Pioneiros na analise isotopica de metano atmosférico, Merritt et al., 1995,
descreveram o desenho, construcdo e operacdo de um sistema em linha para
andlise isotopica mediante a técnica de CG-EMRI. A Figura 9 demonstra o
dispositivo usado. Neste sistema as amostras foram injetadas sobre uma coluna
preparativa e apds a eluicao do N, O, e Ar, o CH,; e 0 CO, foram transferidos
até uma coluna tipo PLOT. Os efluentes desta coluna foram oxidados, a agua foi
removida e o gas resultante foi introduzido na fonte de ions do sistema de EMRI.
Duas valvulas Valco controlavam os fluxos de He do sistema (injecédo e
transferéncia). Uma valvula de 4-vias permitiu a purga do gas de arraste
mediante um bypass, enquanto a valvula de 8-vias permitiu a concentracéo e

transferéncia dos gases coletados na coluna preparativa (20 cm de tubo de aco
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inoxidavel preenchido com Hayesep D, 80-100 de poro). Esta coluna preparativa
foi mantida a -118°C (etanol/N,(l)) com o objetivo de reter CH, e CO, e evitar a
coleta de interferentes como N, e O,. Estes gases podem co-eluir junto com o
metano e comprometer as medidas do background. A resina Hayesep D foi
selecionada como adsorvente da coluna preparativa pela adsorcdo seletiva de
CH, (deixando passar o N,, O, e argbnio) e pela rapida liberacdo do metano a
temperatura ambiente sem fracionamento isotopico. Esta resina também se
mostrou tolerante a acumulacdo gradual de agua e as abruptas mudancas de
temperatura. Para transferir a amostra de gas até a coluna analitica (Poraplot-Q,
25m de comprimento X 0.32mm de diametro X 10um de poro) a coluna
preparativa foi aquecida (22-24°C) e um fluxo de 1 mL/min de He levou o analito
até o sistema CG-EMRI. Neste sistema ocorreram a separagédo cromatografica e
a oxidacdo em um forno de combustdo de NiO (1150°C). ApGs a remog¢do da
adgua de combustdo, uma porgdo do gas foi inserida na fonte de ions para a

determinag&o da composigao isotopica.

He

e | ) 1mLimin
1emLimin - wds Respiradouro
& i\
]
‘ »
i} ' Coluna analitica
o Saringa PoraPiot-@
: 10mL
Coluna
{Hayesep-D)
Frasco 20mL

Figura 9 Esquema do dispositivo pré-concentrador usado por Merrit et al., 2005.

Rice et al., 2001, desenvolveram um sistema de pré-concentracdo de CH,
usando as técnicas CG/C/EMRI (Cromatografia de Gases com interface de
Combustdo acoplada a Espectrometria de Massas de Razédo Isotépica) e
CG/P/EMRI (Cromatografia de Gases com interface de Pir6lises acoplada a
Espectrometria de Massas de Razdo Isot6pica), para analisar 8D e &C em
amostras de ar coletadas na zona equatorial do oceano Pacifico. No sistema
empregado (Figura 10), uma mostra de 60 mL de ar foi carreada por um fluxo de
He de 55 mL/min através de duas armadilhas. A primeira armadilha era um tubo
de aco inoxidavel de 1.59mm de didmetro submerso em Ny(I) (remog¢éo parcial

de CO, e remocéo total de 4gua). A segunda armadilha, também chamada de
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pré-coluna, consistiu em um tubo de aco inoxidavel (20cm de comprimento X
3.18cm de diametro) preenchido com resina polimérica Hayesep-D submerso em
um banho de Ny(l)/n-pentano (-130°C). A resina Hayesep-D absorveu CH,
quantitativa e preferencialmente. Durante 900 segundos, um fluxo de He
removeu o N, e o O, da amostra enquanto o CH, foi adsorvido na segunda
armadilha. Posteriormente, para crio-focalizar, a segunda armadilha foi aquecida
e o CH, foi transferido até uma alga de 70 cm de coluna PoraPLOT-Q através de
um fluxo de He de 2.6 mL/min. Esta coluna foi inserida em um tubo de aco
inoxidavel de 1.59 mm de didmetro, o qual também estava submerso num
banho de Ny(I)/n-pentano. Finalmente, o CH, foi liberado e transferido para o CG,
guando a ultima armadilha foi retirada do banho. A coluna PoraPLOT-Q (25m X
0.32m), instalada no CG, permitiu a separagdo de CH, dos outros gases traco
residuais (N,, O,, Ar, CO,, CO, outros hidrocarbonetos, etc.) que nao foram
completamente removidos no dispositivo pré-concentrador. O efluente da coluna
passou através de um forno de combustdo de alumina contendo CuO, NiO e fios
de Pt (960°C) que oxidou todo o CH4; a CO,. O dispositivo usado por Rice et al.,
2001, também funcionava com um forno de pirélise (1450°C) para produzir H, e
realizar a andlise de 8D. ApOs a remocé&o da &gua (resultante da oxidacao) por
uma membrana de Nafion, a amostra foi introduzida no sistema EMRI através de
uma fenda aberta (open split). Os niveis de precisédo analitica atingida foram de
0.05%o para o 3**C e 1.5%o para o 8D.

He

Recipiente
da amostra

Inversdo de Respiradouro Armadiing de agu3
fluxo Oz CG
—<——He do GC
"|_£__|m(, 2mL/min
Forno de Oxidacdo
I-T Nafion ‘l" Coluna de Separacio b
e
| HayeSep D Alza de Precoluna
| —— criofocalizacio  HayeSep D
=g PoraPlot Q

]
——_ = Coletores

Magneto

Q3=
| Fonte I3nica

Figura 10 Vista esquematica do sistema para determinacdo de 3°C e 8D em

metano atmosférico (Rice et al., 2001).
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Rice et al., 2003, aplicaram este sistema (Figura 10) no estudo da
composicao isotopica de metano estratosférico e troposférico para modelar o
fracionamento isotdpico do metano em processos de oxidacao pela reagdo com
OH, Cl e O(*D). A aplicacdo do modelo de Rayleigh permitiu a estimativa de uma
série de fatores de fracionamento na estratosfera.

Miller et al., 2002, introduziram uma armadilha de pré-concentracdo com
resfriamento automético. O desenho da armadilha é demonstrado na Figura 11.
Novamente, a etapa de pré-concentragdo consistiu em isolar o metano sobre um
substrato enquanto o N,, O, e Ar foram expulsos pelo respiradouro. O dispositivo
pré-concentrador consistiu em uma coluna de aco inoxidavel de 20 cm de
comprimento e 1/8”’de diametro preenchida com 4cm de Hayesep D seguido de
5cm de pérolas de vidro e 1cm de fibra de vidro em cada lado. A coluna foi
mantida a -120°C por um condutor solenéide que controlava a temperatura do N,
liquido que rodeava a coluna de pré-concentracéo. A temperatura foi monitorada

usando um termopar.

Termocupn‘
| ’ Y

.
Na(l)  Na(l)
Nz(1) N=(])
—— s st 20

L L ’
ticewvidro [Pérolssdevidro  Hapesep-D

Figura 11 Armadilha de pré-concentracdo automética (Miller et al., 2002).

O metano eluido do sistema de pré-concentragéo foi crio-focalizado a uma
de temperatura de -150°C através de um capilar de silica fundida de 0.32mm de
didmetro e em seguida foi introduzido em uma coluna analitica de peneira
molecular de 5A (Molecular Sieve 5A, 25m X 0.32mm). Os autores comprovaram
gue esta coluna separava com maior eficiéncia o ar do CH, e que permitia crio-
focalizar com um menor comprimento de coluna (pela forte retencéo do metano).
Os compostos separados pela coluna entravam em um reator de combustdo
(1150°C) no qual seis fios de NiO foram usados como substrato de oxigénio e
dois fios de Pt cumpriam a funcéo catalisadora. O CO, produzido no reator foi
transferido até o espectrébmetro de massas onde foi ionizado e os sinais para

m/z= 44, 45 e 46 foram simultaneamente monitorados.
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Seguindo os principios desenvolvidos por Merritt et al., 1995, e sistemas
similares descritos por Behrens et al., 2008; Miller et al., 2002, e Rice et al.,
2001, Brass e Rockmann, 2010, introduziram um sistema online para analise de
metano em pequenas amostras de ar.

O metano da amostra foi armazenado em uma alca e foi isolado de outros
componentes mediante um processo de pré-concentracdo, focalizagdo
criogénica e separacao cromatogréafica. O metano obtido foi oxidado até CO, ou
pirolisado até H, e foi injetado no sistema EMRI para determinar sua composicéo
isotopica. Trés fluxos de He purgavam continuamente o sistema, além da injecéo
de O, e CH, através das valvulas SGE para condicionar os fornos. Foram
usadas trés valvulas Valco que direcionavam os fluxos através do sistema, a
vélvula 1 foi usada para formar a al¢a (loop) da amostra gasosa (no modo load)
e para injetar a amostra na unidade de pré-concentragdo (no modo inject), a
vélvula 2 permanecia no modo load durante a pré-concentragédo até a liberagéo
do CH, concentrado e a valvula 3 foi usada para transferir seletivamente o CH,
(que foi separado na coluna do GC) até o sistema de combustdo ou pirélises.
Neste sistema, ilustrado na Figura 12, novamente, a unidade pré-concentradora
foi formada por tubo de ago inoxidavel preenchido no centro com resina
HayeSep D fixada por fibra de vidro em ambos lados. Esta armadilha, quando
submetida a temperaturas préximas a -130°C, captura o metano da amostra
deixando passar componentes como O, e N,. Quando estes gases foram
retirados, o metano foi liberado da armadilha a uma temperatura proxima de -
85°C. Esta temperatura permite que o CH, seja liberado enquanto o CO,, a agua
e outros condenséaveis continuam sendo retidos. Este sistema evitou o uso de
armadilhas quimicas na fase de pré-concentracdo. Quando o metano foi
transferido completamente para ser crio-focalizado (-150°C), a valvula 2 retornou
a posicao load e um fluxo de He de 20 mL/min retirou do sistema o CO,, a agua
e outros condensaveis retidos. Enquanto este fluxo de He limpava o sistema, a
armadilha de Hayesep foi aquecida até 70°C e ocasionalmente precisava um
aquecimento por varias horas a 150°C. Este aquecimento controlado da unidade
de pré-concentracao foi atingido mediante um desenho especial da armadilha e
€ demonstrado na Figura 13. As duas unidades demonstradas usam nitrogénio
liquido e os aumentos de temperatura sdo atingidos através de resisténcias
elétricas.

A separacdao foi feita mediante uma coluna PoraPLOT Q (25m X 0.32mm)

e na combustdo foi usado um forno de alumina contendo fios de Ni (1130°C).
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Com este sistema foram atingidas reprodutibilidades de +0.07%. para 8'°C e

12.3%o0 para 6D em analise de metano atmosférico.

= 1.2-3.5 mL/min F

T,

= 20mbL/min X Injecdo de amostra

Alca da
amostra

Crio-focalizacd

Coluna do GC Poraplot-0 ME

Nafion

Figura 12 Sistema online para andlise isotdpica de C; desenvolvido por Brass et

al., 2010.
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liguido
Zona HSD l
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. ~# Lamina de Cu
.~ Espiral congelante

Largura do tubo: 15cm
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| f T s
.'I Platos de aco inoxidavel lzolante termoeletrico

(b} Corrente de aguecimento /T Termopar

Figura 13 Desenho das armadilhas de Hayesep-D usadas por Brass et al., 2010.

Nos estudos sobre emissdes histéricas de metano, Sowers et al., 2005,
apresentaram registros de 5°C de metano em ar preso em nucleos de gelo,
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empregando dois tipos de dispositivos de pré-concentracdo baseados nos
principios j& vistos. Isto é, a amostra de géas é introduzida em trés armadilhas
desenhadas para pré-concentrar CH, e remover gases interferentes, uma coluna
PoraPLOT-Q faz a separacdo dos gases crio-focalizados, o metano eluido é
oxidado em um forno de combusté@o e o CO, previamente seco € direcionado até
0 equipamento de EMRI.

No primeiro sistema, a amostra de ar foi expandida em uma alca pré-
evacuada de 150 mL e, carreada por He (70 mL/min), passou através de uma
coluna de HaySep D (20 cm de comprimento, 0.32cm de diametro, 80/100 de
poro) submersa num banho a -130°C. Esta coluna capturou CH, e CO, enquanto
os outros gases foram liberados. A valvula Valco foi ativada antes que a coluna
HayeSep D fora aquecida a 50°C para liberar o CH,; e outros gases
condensaveis. O metano e CO, foram crio-focalizados em uma coluna capilar
PoraPLOT-Q (3m X 0.32mm) a -130°C e finalmente, foram liberados (por
aguecimento a 50°C) e direcionados até uma coluna PoraPLOT-Q de 30 m onde
o CH, foi separado do CO, e do N,O. O CH, separado na coluna entrou no forno
de combustdo (Ni, Pt e Cu a 980°C), onde foi oxidado até CO,. O fluxo de
amostra, em seguida, passou por um forno de reducdo para remover N,O e O,.
O CO, produzido foi direcionado até o sistema EMRI ap0s a secagem através de
uma membrana de Nafion.

O segundo dispositivo consistiu em um equipamento tipo PreCon
modificado. Inicialmente a amostra de ar foi inserida no sistema de injecdo do
equipamento e as conexdes foram varridas com um fluxo de He (15 mL/min) por
3 min antes que as valvulas do sistema foram abertas. Um fluxo de He de 30
mL/min arrastou a amostra através de uma armadilha de agua e de CO,
(Ascarite e Mg(ClO,),) e através de uma armadilha (T1) submersa em nitrogénio
liquido (para capturar N,O). O ar e 0 metano passaram pela armadilha (T2) a
uma temperatura de -130°C (submersa em banho de n-pentano/N, liquido), onde
0 metano foi capturado sobre uma coluna (10cm X 0.32cm) preenchida com a
resina HaySep D. O sistema de injecdo e frasco da amostra foram varridos
durante 1400s para garantir a captura quantitativa do CH, na armadilha T2. As
vélvulas Valco 1 e 2 foram acionadas para que o metano fosse transferido da
armadilha T2 a armadilha T3 que continha 1 m de coluna PoraPlot (0.32mm de
didmetro) submersa em um banho de n-pentano/N, liquido (-130°C). Ap6s 500s,
a armadilha T3 foi removida do banho mobilizando o CH, que seria separado
dos outros gases (ou impurezas) na coluna PoraPlot-Q restante, antes de entrar

no forno de oxidacéo (fios de Ni, 1050°C) para conversdo quantitativa em CO,.
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Para remover a agua produzida no forno, o efluente passou através de uma
membrana de Nafion submersa em um banho a -60°C, antes de entrar no

sistema de EMRI. A figura 14 demonstra este sistema PreCon modificado.

Respiradouro ",
Oxigénio + Nitrogénio .
16 1%

[ valco 2° Vazdo de He do CG
#56-viagd
4_~"
10cm de coluna preenchida com

ina H D | CG
resina nayesep I Armadiha T2
"ot Wy i 1P [
g Hepy 250
’.r' :
Armadilha T1 He LR - -
T -130 C Pestano Refoiragoure X o6 10
. f o = ¥ -] ‘I‘:
Armadilha I Valco '8 “ Valco
imica T 3 B-vias Farno “, G-vias |
G \/ . 1050 C 3 2
F 2 & EMRI
i
* Respiradourd
-1EUCNi'l'r'ugEniui Liquide -
# Respiradouro I Armadiha T3
L#\x Gas Amostra ¥ L TAY Iy
. | s 1 m coluna PLOT
+ F‘.espiraduﬁru
He He -130 C Pentano

Figura 14 Esquema do dispositivo PreCon modificado usado por Sowers et al.,
2005.

Ferretti et al., 2005, reportaram a introducdo atmosférica de metano (com
sua composicao isotdpica) dos ultimos 2000 anos mediante a analise do metano
coletado em amostras de gelo da Antartica. Outra reconstrucdo sobre a
composicao histérica de metano na atmosfera, também analisando gases presos
em nucleos de gelo, foi feita por Behrens et al., 2008. O equipamento usado
consistiu em um dispositivo PreCon modificado com uma interface de combust&o
acoplada a um sistema de EMRI, a figura 15 demonstra o sistema de extracdo e
pré-concentracdo de CH, usado.

Inicialmente o fluxo de He passou através de um purificador de gas que
removeu H,O, O,, CO, e CO. Posteriormente, o gas carreador passou atraves de
uma armadilha de aco inoxidavel (preenchida com HayeSep D), submersa em

N(l), que removeu tragos de CH, e outros hidrocarbonetos. Uma amostra de
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200g de gelo foi inserida em um frasco, apos, o ar do ambiente foi evacuado
mediante uma bomba de alto vacuo (1 h, -10°C). As conexdes e valvulas
manuais do frasco foram purgadas com um fluxo de He de 10 mL/min por 30 min
enquanto a amostra foi fundida num banho de 4gua (20-40°C). Apés a fuséo, o
banho de &gua foi trocado por um banho frio para manter a temperatura a 0°C.
Para igualar a pressdao do frasco com a pressdao do sistema de pré-
concentracdo, a valvula 2 e a valvula de injecdo foram acionadas para que o
fluxo de He entrasse no frasco. A seguir, a valvula de injecdo do frasco foi
fechada e a véalvula 2 foi alternada para esfriar a armadilha de CO, e CH,;. Com
as valvulas manuais do frasco abertas, um capilar de ago inoxidavel borbulhou
He através da amostra fundida. O vapor de agua do fluxo de He (que vinha do
frasco) foi removido por uma membrana de Nafion resfriada a -25°C. O CO,, N,O
e residuos de agua foram capturados em uma armadilha de 1/8°de acgo
inoxidavel (com fios de Ni para aumentar a area superficial e melhorar a
adsorcdo), submersa em Ny(I). O CH, foi retido na seguinte armadilha de aco
inoxidavel preenchida com HayeSep D, mantida a -140°C (a temperatura é
verificada mediante um termopar). A valvula 3 ligou a armadilhna de HayeSep
com o CG, enquanto a maioria de hidrocarbonetos ndo metano foram liberados
pelo respiradouro desta valvula.

A armadilha de Hayesep foi retirada do banho frio, enquanto a armadilha
de crio-focalizacdo permaneceu a temperatura ambiente permitindo que o N, e
O, fossem expulsos da armadilha de HayeSep antes da crio-focalizacdo do
metano. O metano foi crio-focalizado sobre 1 m de coluna CP-Porabond-Q
submersa em Ny(I) por 10 minutos, passada esta etapa, a ultima armadilha foi
aguecida para liberar o CH,4 e introduzir os gases no CG onde foram separados
por uma coluna CarbonPLOT (30m X 0.32mm).

Ap6s a separacdo no CG a 30°C, o metano e gases residuais foram
oxidados a 940°C em um tubo de micro-oxidacédo de Al,O3; que continha fios de
CuO, NiO e Pt. A 4gua resultante da oxidagdo foi removida por uma segunda
membrana de Nafion, e o CO, produzido a partir de CH, foi transferido até o
espectrdmetro de massas convencionalmente (open split). O forno foi reoxidado

semanalmente mediante o fluxo de 0.5mL/min de O, por 2h a 940°C.
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Figura 15 Esquema do sistema PreCon-CG-EMRI usado por Behrens et al., 2008

na andlise de 8"*CH, em gas preso em ntcleos de gelo.

Fisher et al., 2006, descreveram um sistema em linha (Figura 16) para
analise da razdo 8°C de CH, ou das razdes 8°C e 50 de CO,. Durante a
analise de metano, 20 mL/min de He transportaram a amostra gasosa através de
armadilhas de perclorato de magnésio e de Carbosorb para remover agua e
CO,. Armadilhas adicionais de Carbosorb garantiram que o fluxo de He fosse
livre de CO,. A amostra passou através de um catalisador (Sofnocat) para oxidar
0 CO presente e 0 CO, produzido foi coletado em uma armadilha de niquel
submersa em Ny(I). A oxidacdo, crio-focalizacdo e determinacdo isotdpica
ocorreram convencionalmente. Neste estudo foram testados diferentes reatores
(PUNICr/Cu, Pt, Pd) e diferentes temperaturas de combustdo (960°C, 800°C,
790°C).
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Figura 16 Esquema do pré-concentrador de CH, usado por Fisher et al., 2006
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Melton et al., 2011, incluiram algumas modificacBes interessantes no
sistema convencional de analise de 5'°CH, em gés trapeado em gelo. Mediante
uma armadilha pés-combustdo a amplitude do sinal do metano aumentou, a
razdo sinal/ruido diminuiu e a precisdo analitica atingida foi de *0.3%o.
Igualmente foram empregadas duas armadilhas para a remocédo de CO e o fluxo
de He da linha foi purificado através de uma coluna de Hayesep-D (em Ny(I)). Na
figura 17 é demonstrado o sistema usado.

' Medidor de presséo
— Tubo Capilar
=Tubo de aco inoxidavel

Bomba de vacuo Shutze
rotatoria Reagente
\

Respiradouro

Respiradouro
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(e (25°C) i |
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EMRI A0 Nzl
COz referéncia pos-cimiueaas K=l

Figura 17 Sistema analitico usado por Melton et al., 2011.

O gas extraido do nucleo de gelo passou através de uma armadilha de
agua (tubo de aco inoxidavel oco mantido a -70°C) e ap0s a secagem passou
por duas armadilhas de CO (catalizador de Pd, Pt, Sn Sofnocat™ 514 e 1,0
suportado sobre silica gel conhecido como reagente Schitze). O gas foi
direcionado por uma valvula Valco de 6-vias até uma armadilha de pré-
concentracdo de CO, e CH, (tubo de aco de 10cm de comprimento e 3 mm de
diametro preenchido com Hayesep-D mantido a -125°C). O CO, que também é
retido pela resina Hayesep-D pode interferir na analise posterior do metano,
devido a isto, foi removido pela passagem através de um capilar submerso em
No(l). ApOs a passagem pela armadilha de CO,, o metano foi direcionado por
uma segunda valvula de 6-vias até um sistema de crio-focalizagdo (coluna

GSQ®PLOT, 10cm X 0.32mm submersa em Ny(l)). Para separar o metano
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coletado dos outros gases traco (CO, CO,, N,, O,, SO,, N,O, etc.) foram usadas
duas colunas cromatograficas com um sistema de combustdo entre elas. A
primeira coluna (GSQ®PLOT, 30m X 0.53mm) foi mantida em isoterma a
temperatura ambiente para separar o CH; do CO, e CO,. ApOs a primeira
coluna, a amostra gasosa passou através de um forno de micro-combustdo com
fios de Ni e Pt (1080°C) e a agua produzida durante a combustao foi removida
por uma membrana de 15 cm de Nafion®. Os gases pds-combustdo foram crio-
focalizados em uma armadilha submersa em Ny(l) para aumentar o sinal do
metano, obter picos bem definidos e diminuir a razéo sinal ruido. Para separar o
CO, derivado do metano do N,O o gas crio-focalizado passou através de uma
segunda coluna (GSQ Poraplot®, 30m X 0,53mm) mantida a temperatura
ambiente. Posterior & separagdo cromatografica o CO, foi introduzido na fonte
do sistema de EMRI.

Pré-concentragdo criogénica, separagdo cromatografica e combustdo em
linha acoplada ao sistema de EMRI, tem sido técnicas empregadas na andlise
isotépica de outros hidrocarbonetos diferentes do metano. Baylis et al., 1994,
estudaram diferentes colunas cromatogréaficas tipo PLOT para analisar os
componentes C;-Cs de amostras de gas natural. Foram testadas as colunas
Alumina-KCI, Carbowax GC2 e a PoraplotQ sendo esta Ultima a mais apropriada,
com uma precisdo analitica <0.2%. € um comportamento linear para metano,
etano e CO,.

Rudolph et al., 1997, desenvolveram um método para determinacédo de
5"C de compostos organicos volateis (VOC) em ar em niveis ppb. A composic&o
isotopica dos VOC depende da composicao das fontes e do fracionamento
isotopico devido a reacdo de remocao do radical hidroxila (OH-). Drierita e
Carbosorb foram usados como armadilhas quimicas para remover agua e CO..
Os VOC foram separados por uma coluna PoraPLOT a 35°C por 10 min e uma
rampa de 2°C/min até 200°C. O efluente da coluna foi oxidado por um reator de
ceramica contendo um fio de Ni-Cu-Pt a uma temperatura de 960°C. O CO,
produzido foi introduzido na fonte de ionizacdo do sistema de EMRI onde foi
analisado.

A composicgéo isotopica de CH;CI, CH3Br e hidrocarbonetos saturados (C,-
Cs) em amostras de gas de exaustor (produto da queima de biomassa), foi
determinada mediante uma técnica de subtracdo seletiva com o reagente
Schiitze (1,0s), que remove os hidrocarbonetos insaturados presentes. A Figura

18 demonstra este sistema analitico usado por Komatsu et al., 2005. A amostra


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0921541/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0921541/CA

47
2.Revisédo Bibliografica

gasosa foi introduzida na linha de vacuo e os componentes entraram em uma
armadilha preenchida com |a de quartzo e submersa em Ny(I). A armadilha de
pré-concentracdo foi aquecida até 80°C enquanto foi varrida com um fluxo de He
(previamente purificado mediante a passagem através de uma coluna Molecular
Sieve 5A submersa em Ny(I)). Os hidrocarbonetos mais o CHsCl e o CH3Br,
liberados da primeira armadilha, passaram por uma segunda armadilha que
consistiu em um tubo de ago inoxidavel (15cm X 1mm) submerso igualmente em
N2(l). A maioria do CO, e da umidade foram removidas através de uma coluna
(20cm X 4mm) preenchida com Mg(ClO,), e Ascarite |l localizada entre as duas
armadilhas. Os hidrocarbonetos insaturados foram retirados, antes da segunda
armadilha, passando através de uma coluna (20cm X 4mm) preenchida com 1,05
acidificado com H,SO, e suportado sobre silica gel. O efeito do reagente de
Schitze foi avaliado mediante a sua remocdao facilitada pela presenca de uma
vélvula de 6-vias.

O gés coletado na segunda armadilha foi liberado retirando a armadilha do
banho e aquecendo até 80°C sob um fluxo de He de 1.5 mL/min. Os gases
analitos foram injetados em uma coluna capilar CP-PoraBOND-Q (50m X
0.32mm) e foram separados mediante uma programacgdo de temperatura (25°C
por 14 min, 0.5-4°C/min até 250°C). Os efluentes foram quantitativamente
oxidados em um forno de combustdo (CuO/Pt, 960°C) e introduzidos no
equipamento de EMRI.
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e ‘.: — i
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Figura 18 Esquema do sistema analitico usado por Komatsu et al., 2005.

Pesquisas sobre a variabilidade isotopica de gases hidrocarbonetos (C;i-
Cs) em lama vulcanica, foram feitas por Stadnitskaia et al., 2006, usando um
sistema de pré-concentracdo. Este estudo facilitou a caracterizagcdo geoquimica

dos gases em relagdo as suas fontes e permitiu determinar os efeitos devidos a
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migracdo, mistura e alteracdo microbiana. O metano foi separado mediante uma
coluna preenchida com a resina Molecular Sieve 5A, os alcanos C,-Cs foram
crio-génicamente enriquecidos (coletados em Ny(I)) e separados em uma coluna
Poraplot-Q. Apos a separacao cromatogréafica os gases foram analisados em um
sistema de EMRI.

Huiban et al., 2009, desenvolveram uma técnica analitica para analisar a
composi¢do isotopica de hidrocarbonetos C;-Cs em baixa concentracdo. A
técnica de pré-concentracdo consistiu em uma coleta seletiva de
hidrocarbonetos sobre uma fase adsorvente, enquanto foram removidos outros
gases (N, Oy, Ar, etc.). Em uma segunda etapa, os alcanos coletados foram
dessorvidos, liberados e focalizados até o sistema CG-EMRI onde ocorreu a
separacao cromatografica e a determinagéo da raz&o isotopica. O sistema usado
aparece demonstrado na Figura 19 e consiste em uma linha de vacuo em aco

inoxidavel equipada com valvulas de mudltiplas vias, armadilhas, medidores de

presséo e fluxdbmetros.
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Figura 19 Esquema detalhado do sistema de pré-concentracdo usado por Huiban
et al., 2009

Na primeira etapa o sistema foi evacuado (10 mbar) mediante um arranjo

de bombas, na segunda etapa a amostra ou gas de referéncia foram injetados

S0mLimin de He
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controlando a pressao, na terceira a amostra foi carregada sobre uma alca de
aco inoxidavel de 25 mL com um fluxo de He de 50 mL/min. Na quarta etapa,
através de uma valvula de 6-vias, o fluxo de He carregou o gas até um tubo de
aco inoxidavel de 20 cm em forma de U, preenchido com resina Hayesep Q,
submerso em um banho de n-pentano / N,(I) a -115°C. Nesta temperatura os
hidrocarbonetos e o CO, foram coletados por dez minutos enquanto outros
gases (Ar, He, N,, O,) foram liberados. Na quinta etapa, a armadilha de Hayesep
foi aquecida (75°C) em um banho de 4gua para liberar o gas trapeado e um fluxo
de He (2 mL/min) carregou os analitos até uma alca de coluna capilar GSQ™
submersa em Ny(l). Na Ultima etapa, a coluna GSQ foi aguecida em um banho
de agua (75°C) e o gas amostra foi crio-focalizado e direcionado até o sistema
CG-EMRI. A separacéo dos gases foi feita com auxilio de uma coluna capilar
GSQ™ (30m X 0.32mm) e a temperatura de combust&o usada foi 950°C. Neste
estudo foi atingida uma precisdo analitica de 10.2% até 1.5%. para
concentracdes de hidrocarbonetos menores que 1ppm.

O interesse no ciclo atmosférico do carbono tem sido intensificado como
resposta aos estudos recentes sobre mudancas climéticas. As pesquisas tém
sido orientadas no estudo de fontes e sumidouros de CO, em diferentes
ecossistemas. O uso potencial das razées isotdpicas do CO, (**C/**C, 80/*°0),
em estudos sobre os processos atmosfera-biosfera de diferentes ecossistemas,
tem sido vislumbrado como uma ferramenta poderosa para pesquisas sobre o
ciclo do carbono, particularmente para distinguir os diferentes fluxos dentro dos
ecossistemas, para quantificar a contribuicAo das fontes com diferente
composicao isotbpica, e para compreender melhor fenbmenos de fracionamento
em processos de respiracdo e fotossinteses. Assim, a concentracdo e razéo
isotopica do CO, fornecem um dos sinais mais importantes para quantificar as
interacbes ecossistema-atmosfera. Seguindo esta linha de pesquisa,
Ehleringerger e Cook (1998), iniciaram estudos sobre o processo de respiracdo
de coniferas, empregando um dispositivo PreCon para analisar as razdes *C/**C
e 0/*®0 em amostras de ar de pequeno tamanho (50-300uL). Neste estudo
foram comparadas as técnicas de fluxo continuo e inje¢cdo dupla (com extracdo
externa), onde a analise de CO, foi feita mediante pré-concentragéo criogénica e
0 CO; coletado foi separado do N,O por uma coluna Poraplot (25m, 25°C).

Na linha de estudos atmosféricos, muitos pesquisadores tem se dedicado
a analisar o gas trapeado nos nucleos de gelo procedentes dos pdlos. O objetivo
destas pesquisas tem sido descrever a composicdo atmosférica de épocas pre-

industrializadas para avaliar o efeito das descargas antropogénicas posteriores e
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atuais. Levenberger et al., 2003, analisaram o 53C0O, em amostras pequenas de
gelo (10 cm®) através de uma técnica especial de extracdo em linha, o sistema
usado € ilustrado na Figura 20. Nesta técnica, uma amostra de gelo foi inserida
em uma camara que possui uma lamina com agulhas de aco inoxidavel que
trituram o gelo a uma pressdo de 10®° mbar. O ar extraido na caAmara passou
através de uma armadilha de agua (-70°C) e foi expandido a um volume maior
(700 mL). Posteriormente, a amostra foi carreada por um fluxo alto de He através
de uma segunda armadilha (-115°C) e de um capilar de 12 m até o dispositivo de
pré-concentracdo. No PreCon utilizado nesta aplicagdo somente foram usadas
duas armadilhas criogénicas, uma para coletar o CO, da amostra e outra para
crio-focalizar o CO,. O CO, separado foi liberado em um fluxo baixo de He e foi

direcionado até o sistema de EMRI.

Expansdp | W0 ml

Triturador de de volume
amostras de gelo

a) T _@ Armadilha 2 (-115°C)
) 7
O pay
‘ D< Mandmetro

He 2.5 bar
Armadilha 1 -70°C  _ .
b} Respiradouro I.-’
He 1mL/min Valvul ()
ffn_u rti_;; Y aiﬂ llh Terminal
Amostra vinda P NI 1 ¥ ——
: | | [ Peakl |

do triturador enda Abertd

—— | Peak 2

800mLmin Lo s Peak3
=

Alca da amostra  Armadiha L Fenda Aberta

Crio-focalizacdo

Figura 20 Esquema do sistema analitico usado por Levenberger et al., 2003, a)

extracdo em linha, b) pré-concentrador acoplado ao EMRI.

Theis et al., 2004, desenvolveram um amostrador de ar (ASA) automatico
e portétil capaz de coletar 33 amostras para analise isotOpica de gases traco
(CO, CO, e CH,). O amostrador ligado ao dispositivo PreCon estd composto de
3 vélvulas de multiplas vias, cada uma com 11 amostras. No sistema (Figura 21),
a amostra de gas foi carreada por um fluxo de 50 mL/min de He por 380
segundos e foi crio-focalizada em nitrogénio liquido através de uma valvula
Valvo de 6-vias. A separacao cromatografica e a analise isotdpica no sistema de
EMRI levaram mais 640s, no entanto, uma segunda amostra foi injetada 380
segundos antes de concluir a primeira andlise. Na andlise de mondxido de

carbono, o CO foi separado dos outros gases usando Carbosorb e uma
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armadilha submersa em N,(l). A oxidacao foi feita com o reagente Schitze e o
CO, produto foi analisado no dispositivo de EMRI correspondente. Neste sistema
0 metano foi analisado convencionalmente com oxidacdo em reator de
combustdo (1050°C). Posteriormente, Zeeman et al., 2008, refinaram a unidade
ASA, re-configuraram a programacdo analitica, automatizaram o refil de
nitrogénio liquido no sistema, e introduziram o uso do dispositivo Gasbench para
omitir o emprego do PreCon na anélise de 5'°C de CO, em ar atmosférico. Estas
modificagdes aumentaram a precisdo da metodologia (<0.1%o) € diminuiram os

tempos de andlise (~600s).

i
Fligag e He duranie 3
andkie obdpca

Saida da gis dwrant

& RMOSIAGHT A B Entrada de He 4mLfmin
o—— |

i ]

> Emirada da He S0mLimin I F'TEC'EIFI:

- 5 2
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Bvias :

ASA @ MS

incio Slandby

M3

Mz
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a) b)
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Erdrada de gis Aica d pTCAT
e § IR BgeT L
2 } * Fluxo de He durante
el g & anakas molbgca

Figura 21 a) PreCon modificado por Theis et al., 2004. b) Amostrador de ar ASA.

O CO é importante na quimica atmosférica por ser considerado o principal
sumidouro de radicais hidroxila (OHe), e por afetar a capacidade oxidante da
atmosfera. As razdes isotdpicas (5°C e 8'®0) do CO atmosférico fornecem
informacBes valiosas sobre a contribuicdo de diferentes fontes e permitem
estimar os efeitos de fontes e sumidouros. Um sistema de coleta criogénica de
alta eficiéncia off-line para andlise de CO atmosférico foi introduzido por Huff et
al., 1997. Cilindros preenchidos com pérolas de vidro, submersos em Ny(I),
serviram como armadilhas do CO, (produto da oxidacdo do CO com o reagente
1,05). Mak e Yang, 1998, empregaram um dispositivo pré-concentrador para
analisar 5C e 50 em CO atmosférico (EMRI com fluxo continuo) e

compararam seus resultados com a técnica convencional (dupla injecdo). A
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amostra de ar (5 mL/min) foi carreada por um fluxo de He (10 mL/min) através de
uma armadilha, submersa Ny(I), que capturou CO,, H,O, N,O e outras espécies
condensaveis. O CO purificado foi oxidado quantitativamente mediante o
reagente Schiitze instalado em um tubo entre a armadilha T1 e a valvula Valco
de 6-vias (para proteger o reagente durante a purga do sistema foi instalado um
bypass). O CO, derivado do CO foi coletado criogenicamente na armadilha T2
por 1200s e posteriormente a véalvula de 6-vias foi acionada para purgar o
sistema por 400s. O CO, concentrado foi crio-focalizado na armadilha T3 por
340s e foi dirigido até a coluna do CG (Poraplot Q, 25m X 0.25mm) por um fluxo
de 1.3 mL/min. A coluna separou o CO, de outras espécies interferentes e
aumentou o percurso para que o tempo do pulso de CO, ndo fosse muito
pequeno. A Figura 22 demonstra este sistema.

Pl Al Fechlente de  RESpiradounn

" EmiEira - '
Sr®—— i igies |
, X 1 —Che An:lqmsn;ﬂupge dados
| _ |
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Sorwstze war.ulaema 0 ]l

i 4| meferancls AmostTE Retendncl |
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! ]
J | | | L N |_
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Figura 22 Sistema analitico para determinagéo isotopica de CO em linha (Mak et
al., 1998).

Wang e Mak, 2010, analisaram nucleos de gelo da Antarctica usando um
sistema de extragdo criogénica em vacuo, para estimar fontes de CO anteriores
aos periodos industrializados. O novo sistema é um refinamento da montagem
do Mak e Yang, 1998, acoplando um sistema de extracdo Umida (para amostras
de gelo) com um sistema de pré-concentracdo criogénica em vacuo. A extracdo
de CO envolve os processos ja descritos, a) limpeza em duas armadilhas, b)

oxidacdo quimica, c) coleta e crio-focalizacdo do CO, formado, d) purificacdo no
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CG e e) injecdo no sistema de EMRI. A figura 23 demonstra este sistema

analitico correspondente a um dispositivo PreCon modificado.
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Figura 23 Sistema usado na andlise isotopica de CO trapeado em gelo por Wang
et al., 2010.

O N,O é um gas tragco importante na atmosfera devido a seu potencial
como gas de efeito estufa (com um tempo de residéncia alto) e por controlar a
concentracdo de 0zonio na estratosfera através da produgédo de éxido nitrico. E
sabido que a maior fonte de N,O é a produ¢cdo microbiol6gica em solos naturais
e fertilizados, no entanto, contribuicfes relativas ao processo de nitrificacdo e
desnitrificacdo sédo ainda pouco conhecidas. A medi¢do da abundéancia isotépica
das espécies estaveis °N e 0 é uma ferramenta util para estimar a origem e os
mecanismos de consumo e producdo de gas, além de facilitar o esclarecimento
do ciclo geoquimico do N,O e do nitrogénio. Cliff e Thiemens,1994, e Huff et al.,
1997, desenvolveram sistemas de coleta criogénica de alta eficiéncia off-line
para analise de N,O atmosférico. Lauf e Gebauer, 1998, testaram diferentes
fornos de oxidacdo e reducdo na analise isotépica on-line de NHsz, NO e NO..
Yoshida e Toyoda, 2000, reportaram as primeiras pesquisas sobre a distribuic&do
intra-molecular do is6topo ®N na molécula N,O e sua variacdo através da
atmosfera. O conhecimento desta distribuicdo permitiu prever possiveis fontes
de emissdo, avaliar fenbmenos de fracionamento por efeito fotoquimico e
quantificar a descarga e os sumidouros de N,O. A figura 24a demonstra o
sistema PreCon usado na andlise de N,O (sem usar o forno de combustédo do
dispositivo). O N,O foi pré-concentrado e purificado através da unidade de pré-

concentracdo e do CG, entrou na cadmara de ionizacdo do espectrdmetro de
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massas com um fluxo continuo de He e os ions fragmentados foram monitorados

por um sistema multicoletor.
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Figura 24 Sistemas de pré-concentracao de N,O. a) Sistema usado por Yoshida et
al., 2000. b) Sistema usado por Toyoda et al., 2005.

Toyoda et al., 2005, reportaram as primeiras medidas precisas da
preferéncia pelo isétopo *N (diferenca na razéo isotépica entre N* e Nf) em N,O
produzido por duas espécies de bactérias denitrificadoras, Pseudomonas
fluorescens e Paracoccus denitrificans. A concentracdo e razdo de isotopoémeros
de N,O foram medidas em um sistema analitico em linha composto de uma linha

de injecdo, um CG com detector de captura eletrdnica (DCE), uma unidade de
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pré-concentracdo modificada (PreCon), e um CG acoplado a um espectrémetro
de massas (Figura 24b). Os frascos de incubagéo foram ligados a uma linha de
vacuo de aco inoxidavel, a fase liquida foi congelada (em Ny(l)) e uma aliquota
de fase gasosa foi introduzida no sistema. Para realizar a quantificacdo foram
injetados de 0.1 a 7 mL de amostra (dependendo da concentracdo esperada) na
pré-coluna (1 m de tubo de aco inoxidavel preenchido com Porapak Q) mantida a
70°C por um fluxo de 40 mL/min de N,. ApOs a separacdo da agua e outros
componentes menos volateis, o N,O foi purificado na coluna principal (2 m de
tubo preenchido com silica Unibeads C) a 70°C enquanto a pré-coluna foi
purgada com N,. Para analisar a composicdo isotépica, foram medidos 0.2-100
mL de amostra na linha de vacuo e foram evacuados na armadilha de pré-
concentracdo (40 cm de tubo de ago inoxidavel preenchido com Flusin GH de
60/80 de poro) submersa em Ny(l). Os gases coletados foram transferidos até a
pré-coluna (1.5 m de tubo de ago inoxidavel preenchido com silica gel) por um
fluxo de He de 20 mL/min. Os analitos eluidos foram processados em uma
unidade PreCon modificada, onde a 4gua e o CO, foram removidos por uma
armadilha quimica (30 cm de tubo de vidro de 10 mm de diametro, preenchido
com Mg(ClO,), suportado em NaOH e Ascarite) e o N,O foi crio-focalizado em
uma alca submersa em N, liquido. Finalmente, o N,O foi separado e purificado
em uma coluna capilar (PoraPLOT Q, 30m) a 27°C e foi introduzido no sistema
de EMRI .

O Nitrato (NO3) é a forma predominante de nitrogénio bio-disponivel nos
oceanos, assim o conhecimento sobre suas variacdes isotdpicas é uma
ferramenta importante nos estudos sobre o ciclo do nitrogénio. Dependendo do
ambiente, a razdo >N/**N de nitrato em agua do mar fornece informacéo sobre a
maioria das transformacfes que sofre o nitrogénio no oceano, incluindo fixacdo
de N,, absorcdo do nitrogénio fixado pelo fito-plancton, nitrificacdo e
desnitrificacdo. Sigman et al., 2001, descreveram um método para medir a
composicao isotépica de nitrato em &gua do mar, baseado na andlise do N,O
produzido por uma bactéria denitrificante (Pseudomonas chlororaphis,
Pseudomonas aureofaciens). Este método aproveita a ocorréncia natural de
bactérias desnitrificantes que carecem da N,O-reductase, que é a enzima que
reduz o N,O até N,. Foram usadas duas técnicas de andlise, na primeira foi
usado um sistema PreCon com extracdo manual do N,O (off-line), e na segunda
foi usado um dispositivo completamente automatico para extragéo, purificacdo e

andlise isotopica do N,O (GasBench modificado). O sistema de extracdo manual
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de N,O (Figura 25) foi purgado com He a 80 mL/min por 5 min antes de cada
extracdo, através de uma valvula manual que permitiu a purga de agulhas,
armadilha de adgua e armadilha de N,O. Durante a extracdo de uma amostra, a
armadilha em forma de U (preenchida de pérolas de vidro) foi submersa em
N2(l), o fluxo foi reduzido até 20 mL/min e a agulha foi inserida no frasco da
amostra e submersa na solugdo. Com este fluxo de He a extragédo levou 15
minutos e o0 gas extraido da amostra passou por uma armadilha de &agua
submersa em um banho a -70°C. A vélvula manual foi fechada e o He borbulhou
no frasco extraindo e transportando o N,O até o tubo em forma de U. O tubo em
forma de U foi removido do banho e foi acoplado em linha ao dispositivo PreCon
onde o N,O foi concentrado, crio-focalizado, e purificado. O sistema de extracao

foi purgado mediante um fluxo de 80 mL/min de He usando outro tubo em “U”.

Valvula Aberta

80 —»

. —
mi/min
’ 7
Armadilha de agua
Valvula Fechada
20 —»
ml/min

o)

Frasco da amostra

-70° C

Armadilha de Agua Armadilha de NzO

Figura 25 Sistema de Extracdo manual usado por Sigman et al., 2001. a) em modo

de purga, b) em modo extracao.

No estudo feito por Casciotti et al., 2002 foi descrito o funcionamento do
dispositivo modificado GasBench Il usado para a andlise isotopica de '*0/*°0O de

nitrato em agua do mar.
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O método analitico para analise de *>N/**N do nitrato em agua do mar,
descrito por Sigman et al., 2001, baseado na converséo bacteriana (reducéo) do
nitrato a N,O pode oferecer informacao isotdpica sobre o oxigénio. Podem ser
estimados processos de fracionamento isotopicos devido a perda de oxigénio no
nitrato, e também processos de intercambio de atomos com a &gua do mar.
Neste sistema, novamente, uma amostra liquida foi submetida a um fluxo de 25
mL/min de He e o gas extraido passou através de uma membrana de Nafion e
por uma armadilha quimica (Ascarite e Mg(ClOy,),). Apés coletar o N,O em uma
armadilha submersa em Nx(l), um fluxo de 3 mL/min de He crio-focalizou o N,O
mediante uma segunda armadilha submersa em Ny(l). Este fluxo baixo de He
transportou o analito até o CG onde ocorreu a separagado (mediante uma coluna
Poraplot-Q) e o acoplamento com o sistema de EMRI.

As emissdes de NO e sua contribuicdo no ciclo do nitrogénio, foram objeto
de estudo dos pesquisadores Lauf e Gebauer, 2001, usando um dispositivo pré-
concentrador (PreCon modificado) que funciona como sistema de introdugéo de
amostra e como unidade de crio-focalizagdo. O método de determinagdo de
>N/*N para NO em amostras gasosas consistiu em acumular o NO sobre um
adsorvente Molecular Sieve de 5A, realizar dessorgéo por aquecimento a 350°C,
pré-concentrar e crio-focalizar sobre uma matriz de PoraPLOT Q a -196°C,
liberar o NO capturado, separar no CG, e reduzir até N, para posterior analise
isotOpica. Neste sistema o gas de arraste foi purificado antes de entrar no
dispositivo de pré-concentracdo mediante uma armadilha de PoraPack S

submersa em Ny(I) (remocéo de N, e Oy).

2.5.
Aplicacbes da andlise isotopica de C1-C5

Os is6topos estaveis sao tracadores naturais que revelam a origem de
gases e sao fracionados por processos quimicos e fisicos, seguindo o principio
geral de que is6topos leves apresentam uma maior reatividade quimica, e sao
mais moveis do que os isotopos pesados. As composicdes isotépicas e quimicas
de um composto podem ser alteradas por multiplos processos, este fato dificulta
a sua interpretacdo. Neste contexto, varios modelos tém sido desenvolvidos
usando correlagbes empiricas que explicam quantitativamente algumas
mudancgas isotdpicas observadas. Assim, a composi¢cdo quimica e isotopica dos
C,-Cs permitiu o desenvolvimento de novos conceitos sobre génese e evolugéo

de hidrocarbonetos. Esses modelos levam em conta a composi¢ao isotdpica da
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fonte, a maturidade térmica, o craqueamento primario e secundario, 0s
fenbmenos de migracdo desde as rochas geradoras até as acumulacdes
petroliferas (Prinzhofer et al., 2000).

Alguns desafios na area de producgéo de hidrocarbonetos correspondem a
estimativa de continuidade do reservatorio, caracterizacdo de fenémenos de
migracdo de hidrocarbonetos, determinacéo de tempos de residéncia e predicdo
de producédo de gases ndo hidrocarbonetos como CO, e N,. Estes fendmenos
tém sido abordados e contornados associando diferentes técnicas, entre elas, a
geoquimica organica e a modelagem de bacias sedimentares (Rangel e
Hernandez, 2007). Igualmente, muitas companhias petroleiras tem-se
interessado na informacdo geoquimica que pode ser resgatada durante
operacOes de exploracdo e perfuracdo, com o objetivo de entender melhor a
géneses e histéria de acumulacao de hidrocarbonetos (Huiban et al., 2009).

Na area de estudos ambientais, a analise de hidrocarbonetos em solos,
adguas profundas e superficiais fornece informagdo sobre atividades com
potencial contaminante (industrias abandonadas, postos de gasolina, areas
proximas a estradas, derrames de petrdleo, etc.). A caracterizagdo de
hidrocarbonetos desgaseificados, a partir da agua intersticial de rochas
sedimentares, fornece informagéo sobre o grau de confinamento em locais de

sequestro de gases (Huiban et al., 2009).

2.5.1.
Diagnoéstigo de Biodegradacgéao

A biodegradacéo do petréleo e outros hidrocarbonetos no meio ambiente
um processo complexo, cujos aspectos quantitativos e qualitativos dependem do
tipo, natureza, e quantidade de 6leo ou hidrocarboneto presente, das condicdes
ambientais (como temperatura, oxigénio, nutrientes, salinidade e pH), e da
composicdo da comunidade microbiana autéctone. Os hidrocarbonetos diferem
na sua suscetibilidade ao ataque microbiano. Em geral, a degradacdo de
hidrocarbonetos segue a seguinte ordem de suscetibilidade: n-alcanos > alcanos
ramificados (isoprendides) > aromaticos de baixo peso molecular > arométicos
de alto peso molecular e cicloalcanos (Wang e Fingas, 2003, Jones et al., 2008).
J& que as bactérias atacam diferentes hidrocarbonetos com base em uma ordem
de preferéncia, o estagio de biodegradacao pode ser determinado com base na
alteracdo das diferentes estruturas e classes especificas de compostos (Wenger
et al., 2002).
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O incremento nos niveis de biodegradacdo geralmente causa um declinio
na qualidade dos éleos, diminuindo a produtividade e seu valor, j& que o grau
API e o rendimento de destilados diminuem, enquanto a viscosidade, acidez e
contetdo de metais, enxofre e asfaltenos aumentam. Um éleo biodegradado é
um Oleo pesado que requer tratamento e infraestrutura mais custosos nas etapas
de perfuracéo, extracao e producdo (Wenger et al., 2002).

O gas natural é suscetivel a alteracdo microbiana (biodegradacédo), onde a
temperatura do subsolo € inferior a 80°C. Em superficies mais profundas da
biosfera, estdo envolvidos microrganismos anaerdbicos. Atualmente, as
bactérias sulfato redutoras, bicarbonato redutoras e ferro oxi-redutoras tém sido
reconhecidas como causadoras de biodegradacdo de oleos (em auséncia de
oxigénio). A biodegradagdo progressiva converte o gas umido em gas seco
mediante a remogdo dos C,, (Jones et al.,, 2008). O mecanismo principal de
biodegracdo anaerdbica de gases umidos comumente envolve a ativagdo de
carbonos subterminais. Hidrocarbonetos gasosos com carbonos secundarios em
posi¢cBes subterminais serdo preferencialmente biodegradados comparados com
os carbonos subterminais tercidarios ou quaterndrios. Isto explica a
biodegradacao preferencial onde propano > n-butano > n-pentano > iso-pentano
> [so-butano >> neo-pentano. O etano, com dois carbonos terminais, demonstra
uma forte resisténcia a biodegradacdo semelhante a resisténcia do iso-butano
(Boreham et al., 2008).

A biodegradacdo de gas natural diminui a razdo gas:6leo (GOR) e o
contetdo de componentes Umidos, enquanto aumentam a propor¢ao relativa de
metano e o conteudo de CO, (como subproduto da oxidagdo bacteriana). Isto
resulta na producdo de uma capa de gas (acumulada na parte superior do
reservatorio) enriquecida em metano (Hosgérmez et al., 2002; Head et al., 2003).
Conteudos elevados de CO, podem impactar negativamente o desenvolvimento
de pocos devido a necessidade de materiais especiais resistentes a corrosédo
(Wenger et al., 2002). Embora o aumento do CO, seja uma consequéncia da
biodegradacao, ndo € uma medida confiavel do nivel de degradacéo, ja que a
concentracdo é altamente dependente de numerosos processos inorganicos. No
entanto, a composi¢ao isotopica do carbono é diagnoéstica.

Adicionalmente as mudancas na composi¢do, a degradacdo bacteriana
causa mudangas na razéo isotopica 8"°C dos componentes individuais do gas.
Hidrocarbonetos gasosos exibem um importante fracionamento isotopico durante
fendbmenos de biodegradacao, assim, um incremento na degradacdo aumenta o

enriquecimento em '*C. O propano é preferencialmente atacado nas etapas
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iniciais de biodegradacdo, assim, a diminuicdo na concentracdo absoluta é
acompanhada pelo fracionamento da composicdo isotdpica. Durante a
biodegradac&o, o propano residual torna-se enriquecido no isétopo pesado “C,
enquanto o CO, (subproduto) é isotopicamente enriquecido no is6topo leve **C.
Estas mudancgas isotépicas e de composicdo sdo controladas por processos
bacterianos e enzimaticos e dependem das energias da ligagdo C-C. A energia
requerida para quebrar a ligagédo *C-'?C é menor que aquela necesséria para a
quebra da ligacdo *C-'*C. A intensidade relativa da biodegradacdo se torna
evidente quando a diferenca isotépica entre o propano e o0 n-butano é plotada
contra a composicao isotopica do propano. Esta tendéncia resulta do fato do
propano ser preferencialmente degradado em relagdo ao n-butano (Wenger et
al., 2002). Outro gréfico util na estimativa de biodegradacédo é a razdo C,/C; vs.
C./i-C4 (Magnier et al., 2004; Rangel e Hernandez, 2007).

Mudancas isotopicas na razdo do propano, relativa a outros
hidrocarbonetos gasosos mais resistentes, ocorrem em reservatorios
correspondentes a 6leos ligeiramente biodegradados. A diferenga nos valores de
5"3C entre gases alterados e n&o alterados esta diretamente relacionada com o
grau ou extensdo da biodegradacao (Peters et al., 2005).

As composicdes isotépicas 8°C e 8D de hidrocarbonetos gasosos s&o
alteradas por processos bioldgicos favorecendo os is6topos mais leves. Assim, a
decomposicdo de gases Umidos deixa os componentes do gas residual
enriquecidos em *3C e D. Adicionalmente, introducfes de metano biogénico, em
gases biodegradados, podem deixar o metano isotopicamente mais leve. No
entanto, a introducdo de metano biogénico ndo necessariamente altera a razdo
oD. Neste contexto, devido a alta resisténcia a biodegradacdo apresentada pelo
neo-pentano, Boreham et al., 2008, usaram a concentracdo e composi¢cao
isotopica do neo-pentano (neo-Cs) num estudo de gases altamente

biodegradados.

2.5.2.
Determinacdo de maturidade e génesis de gases: cragueamento
primario ou secundario.

No processo de formacdo de gas e Oleo a partir do querogénio sdo
quebradas ligacbes C-X. Durante a génese, ligacdes *2C-**C sé&o
preferencialmente quebradas gerando um enriguecimento no is6topo leve na
fase gasosa e um enriquecimento no is6topo pesado no residuo. Este fenbmeno

€ conhecido como efeito isotdpico cinético. A combinacdo deste efeito com o
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modelo de fracionamento de Rayleigh tem permitido estimar fontes e maturidade
de gases. As equacles de Rayleigh sdo usadas na geoquimica para descrever
as mudancas da razdo isotdpica de reagentes e produtos em reagbes com
cinética de primeira ordem. Estas equagdes sdo frequentemente usadas em
geoquimica para modelar processos de evaporacdo - condensacdo e para
estimar as mudangas em &'°C durante a fotossintese (Rooney et al., 1995).
Galimov, 2006, descreveu um modelo para geracdo de metano usando a
distribuicdo de energias de ativacdo de precurssores de querogénio. Rooney et
al., 1995, testaram um modelo para estimar os valores de 8°C para os C;-Cg,
em funcdo da conversdo fracionada do querogénio em gas e Oleo,
correlacionando a conversao fracionada com a temperatura de geracao de gas.

A maturidade é um parametro de controle em gases hidrocarbonetos que
caracteriza o processo de génesis. Isto €, permite estabelecer se o gas analito é
biogénico ou produto de craqueamento primario ou secundario, igualmente
associa 0 gas analito aos diferentes estagios de transformacgéo (diagénese,
catagénese, metagénese, metamorfismo). Como a composi¢do isotopica dos
gases hidrocarbonetos, gerados termicamente, muda continuamente durante a
maturacao da respectiva rocha fonte, a razao isotopica dos C;-C, pode ser usada
para identificar o grau de maturidade do gas produzido.

Varios diagramas tém sido propostos para distinguir a geracao bacteriana
da termogénica. O diagrama de Bernard (C./C,+C; vs. 8" C, da Figura 26 a)
permite a classificagdo dos gases segundo sua génese (Hosgoérmez et al., 2002;
Prinzhofer e Battani, 2003; Gurgey et al., 2005). Uma composi¢ado intermédia é
interpretada como um fendmeno de mistura de gases. Prinzhofer e Pernaton,
1997; Hogdrmez et al., 2002, usaram o grafico 8D, vs. 5'°C, para distinguir e
classificar gases submetidos a processos de migracdo. Nestes estudos foi
possivel obter assinaturas ambiguas e gases termogénicos foram vislumbrados
como biogénicos ou produtos de mistura. Portanto, processos pés-genéticos
(migracdo) podem alterar uma assinatura termogénica e sugerir erroneamente a
origem bacteriana. Uma estimativa mais conclusiva sobre fendmenos
secundarios pode ser determinada usando o grafico de mistura C,/C; vs. dC,,
demonstrado na Figura 26 b) e c), onde uma linha reta indica mistura com
metano bacteriano e fenbmenos de difusdo apresentam um perfil curvo (Zhang e
Krooss, 2001; Prinzhofer e Battani, 2003; Magnier et al., 2004).
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Figura 26 Diagramas para identificar a géneses de gases e processos de mistura
(Prinzhofer et al., 2003)

Rangel e Hernandez, 2007, estudaram a maturidade e géneses de gases
mediante a sua composi¢ao quimica e isotopica. A classificagdo dos gases como
umidos ou secos foi determinada pela concentracdo dos C,. e pela razéo
C./C,+Cs. Usando o diagrama de Shoell (61301 vsS. %C,;) os gases foram
classificados como termogénicos ou biogénicos. O grafico C,/C; vs. dC,
demonstrou-se Util na interpretagdo do metano isotopicamente leve (distin¢cao
entre mistura com géas biogénico e fracionamento por migracdo), ja que a historia
geolégica dos gases era bem conhecida e pouco complexa (Prinzhofer e
Pernaton, 1997; Prinzhofer et al., 2000; Zhang e Krooss, 2001). A maturidade foi
avaliada usando o modelo de Whiticar (Whiticar e Shaefer, 2007) que descreve a
assinatura isotépica do metano, etano e propano gerados desde querogénio tipo
Il como uma funcdo da maturidade (8"°C; vs. 8C, e 8"°C; vs. 8'°C, ). Para
aplicar este modelo é necessario conhecer a composi¢cdo isotdpica do
querogénio precursor (Gurgey et al., 2005).

Em sistemas geolégicos mais complexos nos quais as fontes de metano
sdo de dificil determinagdo, a estimativa de maturidade tem sido feita através
das composicdes dos C,-Cs. Dois graficos tém sido amplamente utilizados, o
primeiro C,/Cs vs. C,/iC4 (Figura 27a) permite distinguir entre um fendmeno de
biodegradacdo e uma tendéncia a maturidade, ja que em gases com alta
maturidade as propor¢cbes de i-C, diminuem mais rapidamente que as
proporgdes de C;. Durante processos de biodegradagédo C; e n-C4 sofrem maior
alteracdo do que o i-C,4 (Prinzhofer et al., 2000; Magnier et al., 2004). O segundo
gréfico corresponde ao sistema C,-C; (8'°C,-8"°C;vs. C,/Cs) que permite estimar
a maturidade de gases e suas fontes em termos do craqueamento primario e
secundario (Figura 27b) (Prinzhofer et al., 2000; Magnier et al., 2004; Girgey et
al., 2005). Prinzhofer e Hue, 1995, usaram o diagrama 5C-6"°C; vs In (C/C)

para distinguir gases hidrocarbonetos gerados por craqueamento primério dos
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gases gerados por cragueamento secundario (mediante o sistema etano-

propano).
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Figura 27 Diagramas Uteis na estimativa de maturidade usando a composi¢éo

isotopica dos C,. (Prinzhofer et al., 1995)

O diagnéstico do nivel de maturidade deve estar igualmente suportado
pela geoquimica de biomarcadores e pela reflectancia da vitrinita (Ro). (Boreham
et al., 2000; Magnier et al., 2004).

2.5.3.
Geoquimica de Reservatorios

A continuidade do reservatério pode ser avaliada com informacéo
geoldgica e geodfisica. A perfilagem de pocgos, os gradientes de pressdo, 0s
dados sismicos, o historico de producédo, etc. fornecem informacgdo util na
estimativa da continuidade. Porém, a geoquimica do reservatério € uma das

poucas técnicas que fornece uma direta analise de continuidade. Esta técnica
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determina a origem de variacbes na composicdo dos fluidos contidos nos
reservatorios para melhorar as estratégias de exploragdo, producdo e
desenvolvimento de campos (Pimentel et al., 2008).

A caracterizacdo de gases trago, a partir de amostras superficiais e de
perfuracdo, fornece dados Uteis para desvendar a historia geoldgica de eventos
sucessivos em uma bacia com acumulacdo de hidrocarbonetos (Huiban et al.,
2009). O registro isotopico de gases em operacdes de perfuracdo € uma técnica
que usa a composicao isotépica dos gases expelidos durante esta etapa para
avaliar o contetdo de hidrocarbonetos no reservatério. O uso da composicao
isotopica é justificado ja que a concentracdo de hidrocarbonetos no reservatério
pode ser modificada pelo processo de perfuragdo, enquanto a razado isotopica
permanece inalterada. O propésito principal dos registros isotopicos é modelar
vertical e horizontalmente o reservatério identificando as possiveis vias de
comunicagdo entre as diferentes formagbes. Geralmente, a composi¢ao
isotbépica de zonas interligadas é similar, enquanto zonas separadas por
barreiras de fluxo diferem nas suas razfes isotdpicas (Schoell, 1993). As
heterogeneidades composicionais na coluna de fluidos em escala lateral
sugerem a dire¢éo de preenchimento, ou a dire¢éo do fluxo de agua em campos
com Oleo biodegradado, ou ainda a presenca de grandes barreiras & migracéo
de fluidos no reservatério. Por outro lado, as heterogeneidades verticais
sugerem que o0s reservatérios podem estar verticalmente compartimentados
(Pimentel et al., 2008; Schoell, 1993).

Devido a sua natureza conservativa, a composicdo isotdpica de
hidrocarbonetos leves pode ser Gtil na identificacdo da origem de filtracdes de
gas na superficie e permite estudar a mistura de gases ocasionada pelo
processo de injecao de gas em campos empobrecidos ou abandonados (Schoell,
1993). Gases com um valor de 5*CH, muito negativo tém origem bacteriana,
engquanto gases com valores menos negativos sdo gerados a partir de rochas
fonte cada vez mais maturas. Um gas biogénico é composto majoritariamente
por metano, enquanto gases gerados pela degradacdo térmica da matéria
organica possuem maior concentracdo dos C,.. Assim, semelhangas na
composi¢do isotdpica podem sugerir comunicacdo entre diferentes pogos ou
formacdes além de distinguir pocos isolados ou com quantidade significativa de

gas biogénico.
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