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Las cuencas Llanos Orientales y Valle Medio del Magdalena, han sido objeto de diferentes
estudios en geoquimica organica. La exploracién y explotacion de hidrocarburos, ha sido apoyada
con el andlisis de biomarcadores saturados y aromaticos, sin embargo, los procesos de
biodegradacion de crudo en reservorio, han disminuido sus concentraciones. El andlisis de
muestras de crudos biodegradados ha sido realizado con técnicas convencionales, tales como:
GC-SIM/MS, GC-FID y FT-IR.

Este trabajo de investigacion profundizdé en la determinacion de las relaciones moleculares de
biomarcadores  arométicos, especificamente: naftalenos, fenantrenos, benzotiofenos,
benzohopanos, bifenilos y esteranos aromaticos. El analisis de biomarcadores en la fraccién
aromatica, fue desarrollado por cromatografia de gases acoplada a un sistema de masas tandem,
GC-MS/MS, de tres cuadrupolos (QgQ). Algunos productos de biodegradacion fueron
determinados en una fraccion polar del crudo, mediante el monitoreo por cromatografia liquida de

ultra alta eficiencia con analizador de masas orbitrap (UHPLC-Orbitrap-MS).

En las fracciones ricas en biomarcadores arométicos, se determinaron transiciones en modo de
adquisicibn MRM de iones precursores e iones producto para el andlisis por GC-MS con triple
cuadrupolo de dibenzotiofenos, naftalenos, fenantrenos, benzohopanos y bifenilos. Los esteranos
monoaromaticos, triaromaticos y metiltriaromaticos, se determinaron selectivamente en mezclas
complejas, usando transiciones entre iones-fragmento caracteristicos, y una energia de colisiones
activadas de 10 eV. Las relaciones de acidos nafténicos aciclicos y ciclicos (A/C), determinadas
con base en las areas de picos cromatograficos obtenidos por UHPLC-Orbitrap-MS, permitieron
clasificar las muestras de crudo, desde las méas biodegradadas con un indice A/C= 0.18 hasta las

menos biodegradadas, con un indice de biodegradacién 1.26.
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ABSTRACT

TITLE: IDENTIFICATION OF BIODEGRADATION PRODUCTS IN CRUDE OIL BY LC-ORBITRAP-
MS AND GC-QqQ-MS.*
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The Llanos Orientales and Middle Valley Magdalena basins have been the subject of different
studies in organic geochemistry. The exploration and exploitation of hydrocarbons has been
supported by the analysis of saturated and aromatic biomarkers, however, the biodegradation
processes of crude in reservoir, have decreased their concentrations. The analysis of biodegraded
crude samples has been performed using conventional techniques, such as GC-SIM/MS, GC-FID
and FT-IR.

This research work focused on the determination of the molecular relationships of aromatic
biomarkers, specifically: naphthalenes, phenanthrenes, benzothiophenes, benzohopanes,
biphenyls and aromatic steranes. The analysis of biomarkers in the aromatic fraction was
developed by gas chromatography coupled to a tandem mass system, GC-MS / MS, of three
quadrupoles (QgQ). Some biodegradation products were determined in a polar fraction of the
crude, by monitoring with ultra-high performance liquid chromatography with orbitrap (UHPLC-
Orbitrap-MS) mass analyzer.

In the fractions rich in aromatic biomarkers, transitions were determined in MRM acquisition mode
of precursor ions and product ions for GC-MS analysis with triple quadrupole dibenzothiophenes,
naphthalenes, phenanthrenes, benzohopanes and biphenyls. Monoaromatic, triaromatic and
methyltriaromatic steranes were selectively determined in complex mixtures, using transitions
between characteristic ions-fragments, and energy of activated collisions of 10 eV. The ratio of
acyclic and cyclic naphthenic acids (A/C), determined based on the areas of chromatographic
peaks obtained by UHPLC-Orbitrap-MS, allowed to classify crude samples from the most
biodegraded with an A/C=0.18 until the least biodegradable, with a biodegradation index 1.26.

*Master’'s Thesis.
**Faculty of Science. School Chemical. Master of Research in Chemistry. Director Elena E.
Stashenko, Chemist, Ph.D. Co-director Jairo R. Martinez Morales, Chemist, Ph.D.
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INTRODUCCION

El petréleo crudo es un material generado de forma natural que comprende una
mezcla muy compleja de coexistencia de hidrocarburos y compuestos organicos
polares. Una de las principales fuentes de hidrocarburos son moléculas orgénicas
que en un pasado fueron sintetizadas por organismos marinos, o solamente por
plantas superiores o terrestres. Estas Ultimas, pueden ser transportadas al océano
a través de diferentes mecanismos de transporte y preservarse en los sedimentos
marinos. La abundancia relativa de estos compuestos en los sedimentos marinos
puede ser usada para determinar la contribucién de materia organica, terrestre o

marina, que fue depositada.

De acuerdo con las estimaciones actuales, casi el 81% de las reservas probadas
de petroleo del mundo se encuentran en los paises miembros de la Organizacion
de Paises Exportadores de Petroleo (OPEP), con el grueso de las reservas de
petréleo de la OPEP en el Oriente Medio, que asciende a 66% del total de la
OPEP. En el afio 2015, las reservas probadas de petréleo de la OPEP se situaron
en 887 billones de barriles, y 2731 billones de barriles en paises no miembros de
la OPEP, como Sudéan, México, Noruega, Rusia, Kazajistain, Oméan y Egipto. En
paises como Arabia Saudita, existe una de las reservas mas grande de crudo
liviano en el mundo. Sin embargo, en paises como Colombia, la cantidad de crudo
de menor gravedad API, estda disminuyendo. Adicionalmente, se estima que
alrededor del 20% de las reservas de crudo a nivel mundial estan sufriendo
biodegradacion. El pais ha pasado de tener como suministro principal de
hidrocarburos, de la cuenca del Magdalena Medio a Llanos Orientales.
Actualmente, esta produciendo el 73% del crudo total nacional, relegando las
cuencas productoras de los Valle Medio y Superior del Magdalena, y el Putumayo.
Los principales campos de la cuenca de los Llanos Orientales son: Rubiales,

Castilla, Quifa y Chichimene.
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La biodegradacion, disolucion y la volatilizacion alteran sustancialmente la
composicién quimica y propiedades fisicas de hidrocarburos liquidos del petroleo,
una vez se ha liberado en el subsuelo. Se ha demostrado que la biodegradacion
de crudo en el reservorio genera la disminucion de algunas clases de
hidrocarburos en un orden especifico. Desde el siglo XX se conoce que bacterias
y hongos degradan hidrocarburos en condiciones aerobicas. Sin embargo, en los
afios 80 se demostré que nuevos tipos de microorganismos podian degradar
crudo en condiciones estrictamente anaerdbicas. Se encontrdé que el tolueno podia
ser biodegradado, mediante una reaccion de adicion carbono-carbono, y posterior

B-oxidacién, con eliminacion de dos carbonos sucesivos en forma de acetil-CoA.

Los microorganismos tienen la capacidad de degradar hidrocarburos del petréleo,
algunos degradan alcanos (lineales, ramificados y parafinas ciclicas), otros solo
aromaticos, y otros, parafinas y aroméaticos. A menudo, los alcanos normales Cyo a
Cze, son facilmente biodegradables, pero, hidrocarburos aromaticos, tales como
benceno, tolueno, xilenos, que hacen parte del petrdleo, se degradan con alguna
dificultad por muchos microorganismos marinos. Hidrocarburos arométicos mas
pesados, son mas dificiles de biodegradar, esto infiere que un menor nimero de
microorganismos pueden biodegradar estas estructuras, y las velocidades de

degradacion son inferiores a las de los hidrocarburos saturados.

Los biomarcadores se han usado ampliamente en la exploracion de petrdleo en
off-shore y on-shore, sin embargo, las bacterias degradan no solamente
compuestos saturados y aromaticos, también moléculas mas estables como
biomarcadores, debido a esto, las concentraciones de biomarcadores aromaticos
disminuyen. Los calculos de relaciones moleculares por técnicas como
GC-MS/SIM, no pueden realizarse, o en algunos casos pueden generar
interpretaciones erréneas por la baja concentraciébn de algunos biomarcadores

(eg. aromaticos) que fueron biodegradados.
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El estudio de la geoquimica del petrdleo se hace dificil, cuando los crudos son
alterados por la accion microbiana (biodegradacién) y lavados con agua.
Parametros utilizados para comparar crudos para determinar relaciones
“genéticas” (correlacion crudo-crudo, crudo-roca), ambientes de depdsito, ventana
de generacion (madurez térmica de la roca madre en la generacion/expulsion de

crudo), se dificutan por degradacion microbiana o agua de lavado.

Los acidos nafténicos saturados, principalmente, que se encuentran en la fraccion
polar del crudo, pueden estar en los crudos desde concentraciones indetectables
hasta un 3 %(p/p). La principal razobn de su aparicion, es la insuficiente
catagénesis de la materia organica o biodegradacion por bacterias. De hecho, los
acidos nafténicos han sido encontrados en depdsitos de crudo naturalmente
biodegradado, uno de los casos mas estudiado es el caso del crudo de Athabasca
(Alberta, Canadd), en donde se encontr0 que los &cidos nafténicos fueron

producidos por biodegradacién de crudo maduro.

En Colombia, se han realizado algunos estudios sobre biomarcadores saturados y
aromaticos en las Cuencas del Valle Medio del Magdalena (VMM) y Llanos
Orientales. Desde el afio 1999, se han estudiado biomarcadores saturados y
aromaticos, y diamantoides, en diferentes muestras de crudo. El nivel de
biodegradacion ha sido estudiado, segun el perfil cromatogréafico obtenido con la
técnica de whole oil, en donde la abundancia relativa de alcanos e isoprenoides,
permitié clasificar los crudos en una escala de biodegradacion de 1 a 6. Los
estudios mas recientes sobre la Cuenca de los Llanos Orientales, han sido
desarrollados con técnicas cromatograficas; cromatografia de gases con detector
selectivo de masas, adquisicion en modo de ion seleccionado (GC-MS/SIM);
cromatografia liquida con espectrometria de masas - resonancia de ion ciclotréon
con transformada de Fourier (LC/FT-ICR MS).
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El proposito de este trabajo, fue la implementacion de una metodologia analitica
confiable, que permitiera determinar relaciones de biomarcadores geoquimicos en
la fraccion aromatica por GC-QqQ (modo MRM), y productos de biodegradacion
(LC-Orbitrap-MS), en muestras de crudo biodegradados provenientes de las

cuencas Llanos Orientales, VMM y Central.
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1. ESTADO DEL ARTE

1.1. CRUDO

El petréleo crudo, al igual que el bitumen asociado en la roca fuente, contienen
hidrocarburos (alifaticos y arométicos), resinas y asfaltenos. Est4 conformado por
estructuras quimicas tan sencillas como el metano hasta macromoléculas mas
complejas, eg., asfaltenos, la mezcla abarca mas de 10.000 moléculas organicas.
En la Tabla 1, se presentan los rangos tipicos de composicién elemental de los
crudos. En términos de relaciones atémicas, por cada 1000 atomos de C hay
alrededor de 1600-2200 atomos de H, y hasta 25, 40 y 15 atomos de S, O y N,
respectivamente. Gran parte del nitrégeno, oxigeno y azufre hace parte de las
resinas y asfaltenos, y, por lo tanto, a menudo se conocen como compuestos
NSO. Sin embargo, una cantidad significativa de azufre puede estar presente en
compuestos de mediano peso molecular, entre éstos los tiofenos. Otros elementos

en el crudo incluyen varios metales, niquel y vanadio, en trazas.

Tabla 1. Rangos tipicos de composicién elemental de un crudo.

Elemento Abundancia, % p/p

C 82.2-87.1
H 11.8-14.7
S 0.1-5.5
@) 0.1-45
N 0.1-1.5
Otros <0.1

Entre los hidrocarburos del petroleo es facil encontrar cantidades relativamente
pequefias de biomarcadores (< 1%) de origen lipidico. Al final de la diagénesis sus
precursores son transformados en hidrocarburos que, después de la catagénesis,

todavia permiten relacionarlos con los precursores especificos.
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1.1.1. Reservas. Son aquellas cantidades de hidrocarburos que prevén seran
recuperadas comercialmente de acumulaciones conocidas a una fecha dada. Es
decir, solo la parte recuperable y explotable de los recursos de hidrocarburos en
un tiempo determinado. En este siglo, se han reportado 793 pozos, de los cuales
solo 21 han sido exitosos, en las cuencas Llanos Orientales y VMM. La
probabilidad de hallar un pozo con hidrocarburos fue en promedio de 38.5%, por
encima del promedio mundial. La actividad exploratoria en el pais ha permitido

incorporar mas de 8200 millones de barriles de crudo en reservas.

Figura 1. Reservas probadas de crudo en Colombia.
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La Figura 1, muestra la evolucion de reservas probadas de crudo en los ultimos
dieciséis afios, que tiene una trayectoria descendente entre 2000-2007 con una
tasa de crecimiento negativa de 5.1% promedio afio. Sin embargo, a partir de
2007, las reservas probadas aumentaron 4.3% promedio anual, al finalizar el afio
2015, las reservas ascendian a 2308 millones de barriles de petroleo, es decir,
que, si no hay nuevos descubrimientos de yacimientos de crudo, las reservas

alcanzarian para abastecer el pais por ca. 7 afos.
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1.1.2. Clasificacion. En general, todos los crudos pueden ser divididos dentro de
dos grandes grupos: crudos A, que tienen cantidades determinadas de alcanos
lineales y ramificados en sus cromatogramas, y crudos B, que no tienen picos
cromatograficos de alcanos lineales, como se muestra en la Tabla 2. Cada
categoria tiene dos subdivisiones: Al, A2 y B2, B1. En la subdivision Al, hay
distribucion normal de los alcanos lineales y ramificados, los alcanos lineales
predominan sobre los ciclicos. En el grupo A2, se presenta un pequefio
incremento en la altura de los alcanos ramificados sobre los lineales, sobresalen
los ramificados comparados con los lineales. Cuando el perfil de hidrocarburos
esta conformado prominentemente por picos de alcanos ramificados, el crudo
corresponde a la subdivision B2. El ultimo grupo, Bl, es cuando en el

cromatograma de hidrocarburos carece de picos de alcanos lineales y ramificados.

Tabla 2. Grupos composicionales de diferentes tipos de crudos.

_ Tipo de crudo*
Hidrocarburos

Al A2 B2 B1
Alcanos totales  15-60 (25-50)  10-30 (15-25) 5-30 (10-25)  4-10(6-10)
Lineales 5-25 (8-12) 055 (1-3) 05 -

iso-Prenoides  0.05-6.0 (0.5-3) 1-6 (1.5-3) 0.5-6 (0.2-3)

Cicloalcanos 15-45 (20-40) 20-60 (35-55) 20-70 (35-55) 20-70 (50-65)

Aromaticos 10-70 (20-40)  15-70 (20-40) 20-80 (20-45) 25-80 (25-50)

*En paréntesis los valores mas comunes.

Los crudos también se pueden clasificar segun la cantidad de alcanos aciclicos,
cicloalcanos y la mezcla de hidrocarburos arométicos mas compuestos NSO
presentes. La clasificacion se representa por un diagrama ternario (Figura 2). Se
puede diferenciar entre crudos provenientes de ambientes marinos o terrestres;

las principales clases de crudos normales son:

37



a. Crudos parafinicos: contienen principalmente alcanos aciclicos y con S <1%.

b. Crudos parafinicos-nafténicos: contienen mayoritariamente alcanos aciclicos y
cicloalcanos, y S<1%.

c. Crudos aromaticos-intermedio: contienen >50% de hidrocarburos aromaticos y

usualmente S>1%.

Figura 2. Clasificacion de crudos segun la distribucion de parafinas, naftenos,

aromaticos y compuestos NSO.
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1.1.3. Biodegradacion. Biodegradacion es un proceso mediado por

microorganismos que altera un crudo. Se estima que la cantidad de crudo
biodegradado supera el crudo convencional. Se ha encontrado, que reservorios
profundos (T > 60°C), contienen Unicamente bacterias anaerobicas y sus crudos
son medianamente biodegradados. Los mecanismos de biodegradacion no han
sido comprendidos totalmente, sin embargo, existen unas condiciones en las que

el proceso de biodegradacion es altamente probable:
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a. La temperatura del reservorio varia entre 60 y 80 °C, que corresponde a
profundidades de pozo inferiores a los 2000 m. La biodegradacion puede ocurrir a
temperaturas mas altas, pero con una cinética mas lenta.

b. La presencia de nutrientes y aceptores de electrones (eg., oxigeno molecular,
nitratos, sulfatos y fosfatos).

c. El depésito debe carecer de H,S para microorganismos aerobios, o hasta un 5%
para que las bacterias reductoras de sulfato anaerdbicas sean activas.

d. La salinidad del agua de la formacion debe ser inferior a 100-150 ppm.

La desaparicion de algunos grupos de hidrocarburos se puede utilizar como
indicador definitivo de la biodegradacion. Los indicadores de biodegradacion
corresponden a cambios en la composicion de varias fracciones del crudo,

especialmente, los hidrocarburos arométicos.

Para determinar el grado de biodegradacion existen varios parametros. La
concentracion de hidrocarburos alifaticos, presenta algunas desventajas, ya que
ellos constituyen la fraccion mas facil de biodegradar, con respecto a los

compuestos aromaticos que son mas resistentes a la biodegradacion.

En la fraccion aromatica del crudo, la secuencia de biodegradacién afecta en su
orden: alquilbencenos, naftalenos, benzotiofenos, fenantrenos y benzotiofenos.
Los esteroides mono- y triaromaticos tienen una elevada resistencia microbiana.
Adicionalmente, los esteroides triaromaticos son mas resistentes a la

biodegradacion que los esteranos rearreglados y terpanos triciclicos.
1.2. BIOMARCADORES
1.2.1. Definicién. Biomarcadores son aguellos compuestos organicos que

pueden ligarse de forma inequivoca con sus precursores bioldgicos y cuyo

esqueleto carbonado base se presenta de tal forma que, a pesar de la diagénesis
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y la mayor parte de la catagénesis, se puede relacionar con su precursor bioldgico.
La mayoria de biomarcadores derivan de lipidos de organismos vivos, y tienen
inicialmente grupos funcionales que contienen oxigeno. Los procesos de pérdida
de grupos funcionales los afecta, al igual que el resto de la materia organica. Por
lo tanto, los productos diagenéticos son generalmente hidrocarburos.
Simultdneamente, los compuestos no saturados (tipo alqueno) tienden a reducirse
mediante hidrogenacién, que genera hidrocarburos alifaticos (esteranos, hopanos,

entre otros) o se aromatizan.

Las estructuras de los biomarcadores son mayoritariamente ciclicas, que han
sufrido pocas modificaciones estructurales en el tiempo. La mayoria provienen de
precursores moleculares que hacian parte de diferentes organismos vivos que
habitaron la tierra hace 300-400 millones de afios, entre plancton, helechos,
plantas superiores, bacterias, musgos, hongos, algas, liquenes, etc.

1.2.2. Aplicaciones. Los biomarcadores son muy importantes, ya que
proporcionan informacion acerca de: fuentes biolégicas de materia organica
sedimentaria en roca fuente, condiciones ambientales durante la depositacion
(diagénesis), la madurez térmica experimentada por la roca o crudo (catagénesis),
edad geoldgica, el grado de biodegradacién, y algunos aspectos de mineralogia
de la roca fuente (litologia). En el crudo o materia organica de las rocas, son
constituyentes traza, pero son de gran utilidad, especialmente, en el caso de los

crudos.

El estudio de los biomarcadores permite hacer correlaciones entre diferentes
crudos, entender procesos de migracion y establecer su relacion con la roca que
los generd. Asimismo, es posible obtener el conocimiento sobre la posible

biodegradacion del crudo, la cinética de su generacién y la bioprospeccion.
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1.2.3. Hidrocarburos saturados y aromaticos. Los hidrocarburos saturados
ciclicos (naftenos) son los de mayor interés en el crudo, son los compuestos mas
interesantes, aunque la mezcla mas complicada de un crudo. En efecto, estos
hidrocarburos determinan el sitio especifico del crudo entre compuestos organicos

naturales, asi como entre otros combustibles fosiles.

La estructura quimica de los naftenos es variada, las diferencias estan
principalmente en el numero de ciclos por molécula. El aumento del peso
molecular de los naftenos esta acompafiado por el incremento en el nimero de

moléculas policiclicas.

Entre los biomarcadores saturados aciclicos mas importantes se encuentran el
pristano y fitano, que se originan a partir del arreglo diagenético de la clorofila, que
esta presente en bacterioclorofilas (a, b) y fototrépicos. En la Figura 3, se muestra
la estructura basica de biomarcadores esteranos, existen otros, tales como

diterpanos, terpanos, hopanos, sesterpanos.

Figura 3. Estructura basica de los esteranos.

La relacion pristano/fitano ha sido utilizada como indicativo de las condiciones

oxido-reductoras, que predominaron en el proceso de sedimentacion. Estos
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isoprenoides (Figura 4), derivados de la cadena fitol de la clorofila, pueden sufrir
procesos de oxidaciébn o reduccion, esto depende del potencial redox en el
ambiente de sedimentacion, en condiciones muy reductoras, predomina el
isoprenoide fitano (Cig), en condiciones menos reductoras, puede ocurrir la
oxidacion a acido fitanico y posterior descarboxilacion y formacion de pristano
(C17). Consecuentemente, la relacion pristano/fitano puede ser utilizada como

indicadora de condiciones 6xido-reductoras del ambiente de sedimentacion.

Figura 4. Estructura quimica de isoprenoides
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Los hidrocarburos aromaticos tienen uno o mas anillos con enlaces 1
deslocalizados y férmula general C,Hzney, donde y es el ndmero de anillos
aromaticos. Benceno, un anillo aromatico de seis carbonos, es el hidrocarburo
aromatico mas simple. Los biomarcadores aromaticos pueden proveer informacion
valiosa sobre la entrada de materia organica. Los organismos vivos sintetizan
cantidades despreciables de hidrocarburos aromaticos, su aparicion en el crudo se
debe a la compleja transformacion de precursores naturales de olefinas y
nafténicos. Las transformaciones ocurren durante la diagénesis y catagénesis.
Esto genera dificultades para hacer relaciones genéticas entre componentes
aromaticos y los productos naturales precursores en el crudo. La aromatizacion
puede darse principalmente por alteracion significativa de precursores con
reacciones de alquilacion, dealquilacion, isomerizacion y apertura de anillos. Las
reacciones de rearreglo de todos los terpenoides aparentemente ocurren via

intermediarios carbocation.
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Los hidrocarburos aromaticos se pueden dividir en dos grupos. El primero, incluye
hidrocarburos alquilarométicos con un solo anillo y sustituyentes alifaticos. La serie
homologa mas conocida conforman  alquibencenos, alquilnaftalenos,

alquilfenantrenos, alquilcrisenos y alquilpicenos (vease Figura 5).

Figura 5. Estructura quimica de la serie homoéloga de hidrocarburos aromaticos: A.
Alguibencenos; B. Alquilnaftalenos; C. Alquilfenantrenos; D. Alquilcrisenos; E.

Alquilpicenos.
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1.2.4. Hidrocarburos monoaromaéticos. Los hidrocarburos monociclicos
(homélogos de benceno), han sido estudiados en algunos crudos. Las
concentraciones de hidrocarburos sustituidos exceden considerablemente a
aguellos no sustituidos. En efecto, estructuras di- y trisustituidos se encuentran en

altas concentraciones en los crudos.

En la Figura 6, se muestra la estructura quimica de los fenilalcanos;

biomarcadores mas representativos de este grupo. Estan “genéticamente”
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relacionados con carotenoides como posibles precursores, entre éstos,
el 1,1,3-trimetil-2-alquilciclohexano; la Unica diferencia es la migracién de un grupo
metilo geminal que resulta en la formacion de fenilalcanos. La ruptura de la

cadena alifatica en la posicion 3, genera el fragmento en m/z 133.

Figura 6. Estructura quimica de fenilalcanos (m/z 133).

m/z 133

1.2.5. Hidrocarburos diarométicos. Son moléculas diaromaticas o hidrocarburos
biciclicos. El contenido de naftaleno en el crudo es insignificante, mientras que
mono-, di-, y tri- metilnaftalenos estan presentes en concentraciones mas altas.
Los isomeros 1,6 y 1,7 de los dimetilnaftalenos usualmente se encuentran en las
concentraciones mas altas, por el contrario, los etilnaftalenos estan en el crudo en
cantidades inferiores. En la Figura 7, se muestran las principales estructuras de
naftaleno (m/z 128), metilnaftalenos (m/z 142), dimetilnaftalenos (m/z 156),
trimetilnaftalenos (m/z 170), y tetrametilnaftalenos (m/z 184). Entre paréntesis
aparecen las masas de sus iones moleculares. En los hidrocarburos aromaticos
biciclicos, el bifenilo monosustituido (m/z 168) es el mas representativo, sin
embargo, las concentraciones en el crudo son inferiores comparadas con los

hidrocarburos diaromaticos tipo naftaleno.
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Figura 7. Estructura quimica de algunos hidrocarburos diaromaticos: A. Naftaleno;
B. Metilnaftalenos; C. Dimetilnaftalenos; D. Trimetilnaftalenos; E.
Tetrametilnaftalenos; F. Metilbifenilo.
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Algunos biomarcadores aromaticos en crudo y bitumen, tales como 1,2,5-
trimetilnaftaleno (TMN), 1,2,5,6-tetrametilnaftaleno (TeMN), 9-metilfenantreno
(MP), 1,7-dimetilfenantreno (DMP), y reteno se originaron a partir de terpenoides.
El reordenamiento y apertura del anillo del esqueleto carbonado en terpenoides es

parte del proceso de aromatizacion.
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1.2.6. Hidrocarburos poliarométicos. Los hidrocarburos del crudo triciclico
aromaticos, son representados principalmente por numerosos metil (alquil)
derivados de fenantreno, como se muestra en la Figura 8. Los metilfenantrenos
con metilo en las posiciones 2 y 5, no han sido reportados o se encuentran a nivel
de trazas en el crudo. Los metilfenantrenos probablemente se originaron a partir
de esteroides, debido a que moléculas 2 y 5 metilsustituidas en esteroides no se
han determinado. Evidentemente, los 4-metilesteroles son precursores de
1,8-dimetil y 1,2,8-trimetilfenantrenos. Las moléculas naftenofenantreno (CigHig) ¥y
dinaftenofenantreno (Cz4Hz6), estan relacionados estructuralmente con esteroides
tri-aromaticos y hidrocarburos hopanoides. En la materia organica inicial la
concentracion de 1 y 9-metilnaftaleno es elevada, luego la determinacion de la
relacion de los 2 y 3-metil con respecto a los 1 y 9-metilfenantrenos es

comunmente usada para la determinacion de la madurez de la materia organica.

Figura 8. Estructura quimica de hidrocarburos poliaromaticos en el crudo. A. 1-
Metilfenantreno; B. 2-Metilfenantreno; C. 3-Metilfenantreno; D. 1,8-

Dimetilfenantreno; E. 1,2,8-Trimetilfenantreno.
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1.2.7. Benzotiofenos. Los compuestos azufrados son conocidos en el crudo y el
contenido de azufre para muchas muestras varia, entre 0.5 y 3 %. El azufre
aparece en el crudo en amplias variedades moleculares, incluyendo alifaticos,
tioles, mono- y disulfuros y estructuras aromaticas alquiladas tales como tiofenos y
benzotiofenos. El dibenzotiofeno es un compuesto organosulfurado formado por
anillos de benceno fusionados a un anillo de tiofeno central, tipicamente, hace
parte de la fraccion pesada del crudo, y se muestra en la Figura 9, junto con el

benzotiofeno.

Figura 9. Estructura general de los benzotiofenos. A. Benzotiofeno; B.

Dibenzotiofeno.
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Los benzotiofenos han sido propuestos como indicadores moleculares mediante la
relacion con el fenantreno. Son moléculas que pueden inferir sobre el ambiente de
depositacion de la roca fuente del crudo, la litologia y determinar el ambiente
paleodeposicional de la roca fuente en términos de sus procesos microbiolégicos y

guimicos mas importantes.

1.2.8. Benzohopanos. La estructura basica de los benzohopanos se muestra en
la Figura 10. Los benzohopanos pueden contener desde Cj3, a Css, consistente
con el origen propuesto mediante un proceso de ciclacibn de hopanoides de
cadena lateral en la diagénesis temprana; seguido de un proceso de

aromatizacion. Los crudos y butimenes con altas concentraciones de
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benzohopanos, se encuentran en rocas fuente evaporiticas y carbonaticas, sin

embargo, en otras rocas fuente o crudos pueden estar a nivel de trazas.

Figura 10. Estructura general de los benzohopanos.

32

1.2.9. Esteroides monoaromaticos

Figura 11. Estructura general de un esteroide monoaromatico.

En la Figura 11, se muestra la estructura general de los esteroides
monoaromaticos, que pueden derivar exclusivamente de esteroles con un una
cadena lateral enlazada durante la diagénesis temprana. Los diagramas ternarios

C,7, Cos, Cyg, de esteroides monoaromaticos estan relacionados con varios tipos
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de fuentes. El diagrama ternario de estas moléculas aromaticas (m/z 253), es una
herramienta de correlacion de alta especificidad que indica la entrada de especies
eucariotas en la diagénesis; que pueden ser de origen marino, terrestre o lacustre.
Los crudos de origen marino, generalmente, contienen menos esteroides
monoaromaticos C,g, €n otra perspectiva, en las algas no marinas se encuentran
mayores cantidades del C,y. Los fragmentogramas de masas (m/z 253) se usaron
para correlaciones geoquimicas, particularmente, en la evaluacién de la madurez

del crudo.

El fragmentograma basado en el monitoreo del ion en m/z 239, de la fraccion de
hidrocarburos monoaromaticos se ha usado como fingerprint para correlaciones
crudo-roca y crudo-crudo. Probablemente, las estructuras son esteroides
monoaromaticos que tienen una pérdida de un grupo metileno del ndcleo, y

algunos pueden tener reordenamientos a antrasteroides aromaticos.

1.2.10. Esteroides triaromaticos. Los esteroides triaromaticos se originan por
aromatizacion y pérdida de un grupo metilo de los esteroides monoaromaticos. Por
ejemplo, el esteroide Cy9 (monoaromético) puede ser convertido al Cag
(triaromético). Las relaciones de esteroides triaromaticos podrian ser mas
sensibles a la maduracién térmica que aquellos esteroides monoarométicos o
esteranos, porque los esteroides triaromaticos parecen ser productos de

maduracién de esteroides monoaromaticos.

Estas moléculas permiten establecer el grado de maduracién de los crudos y la
materia organica. En los procesos de catagénesis, los esteroides monoaromaticos
experimentan degradacion de las cadenas laterales alifaticas y se transforman en
hidrocarburos aromaticos. La aromatizacion del anillo B es un proceso lento en los
esteriodes monoaromaticos (anillo C aromatico), una vez se ha completado, la
aromatizacion del anillo A procede a velocidades de reaccion mas altas. El

resultado es la baja concentracion de los esteroides diaromaticos (anillos B y C).
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En la Figura 12, se muestran las estructuras de esteroides triaromaticos, que
pueden ser detectados por GC-MS/SIM, monitoreando los iones m/z 231y 245.

Figura 12. Estructuras generales de esteroides triaromaticos.

En el crudo, los dinosteranos triaromaticos se generan a partir de rocas fuente
marina, que indican una roca fuente pre-Jurasica. Los dinosteranos triaromaticos
provienen, posiblemente, del dinosterol y 4,23,24-trimetilcolesteroles relacionados
estructuralmente, compuestos que caracterizan dinoflagelados marinos modernos.

Los dinosteranos triaromaticos son abundantes en muestras del Mesozoico.
1.3. ACIDOS NAFTENICOS
1.3.1. Definicion. Los acidos nafténicos (NA) son componentes naturales del

petréleo; su contenido en aceites crudos puede variar entre 0 y 4%, dependiendo

de la fuente del aceite. Los NA comprenden una mezcla compleja de acidos
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carboxilicos aciclicos, alquil-sustituidos y ciclicos, con férmula quimica general
CnH2n+202, en que “n” indica el numero de carbonos y “Z”, el cual toma valores de
cero o negativos de numeros enteros pares, especifica la deficiencia de hidrogeno
resultante de la formacion de anillos. Por otra parte, el valor absoluto de Z divido

en dos, expresa el nimero de anillos en la estructura.

1.3.2. Estructura

Figura 13. Estructuras representativas de acidos nafténicos conz =0, -2, - 4,y -6.
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En la Figura 13, se muestran las estructuras mas conocidas de los NA. Los NA
son compuestos no volatiles, quimicamente estables y actian como tensoactivos.
Poseen constantes de acidez (K,) que varian de 10° a 10®. La polaridad y no-
volatibilidad de los NA aumenta con el peso molecular. Estos compuestos poseen
un rango de punto de ebullicion entre 250 y 350 °C, y son solubles en solventes

organicos, aceites y en agua (50 mg.L™?), a pH neutros o alcalinos.
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Los NA son componentes naturales de depésitos de hidrocarburos (crudo, arenas,
bitumen, entre otros). La produccibn de los NA es resultado de una
biodegradacion microbiana incompleta de hidrocarburos del crudo, o,

probablemente, originados a partir de un proceso de catagénesis en curso.

1.3.3. Importancia. Los NA y naftenatos metalicos poseen una amplia gama de
usos comerciales, como secadores de pintura, inhibidores de corrosion,
emulsionantes, agentes tensoactivos, lubricantes, fluidos hidraulicos, en textiles y
conservantes de la madera; también mejoran la adherencia de los neumaticos y
las pinturas, evitan la formacion de espuma en combustible para aviones y
catalizan la produccion de resinas de alquilo y de poliéster, entre otros. En
consecuencia, hay una gran posibilidad de que los NA se transmitan al medio
ambiente, como resultado de derrames accidentales y fugas naturales debido a su
solubilidad en agua. Estos NA han mostrado ser tdxicos para una gran variedad de

organismos, especialmente, en ambientes acuaticos.

Diversos factores biéticos y abiéticos han demostrado afectar la biodegradacién de
los NA. La velocidad de biodegradacion es afectada por la estructura quimica de
los NA. Por ejemplo, los NA alquil-sustituidos de cadenas alifaticas, sustituciones
terciarias, y metil sustituidos en anillos cicloalcanos son persistentes. También la
isomeria del compuesto en acidos aliciclicos, influye en la rapidez de
biodegradacion. Generalmente, los NA con pesos moleculares bajos son
facilmente degradados en comparacion con los compuestos de alto peso
molecular. En consecuencia, compuestos con un alto peso molecular tienden a
persistir en el medio ambiente y se han utilizado como marcadores biolégicos para
determinar el origen y la maduracion de las fuentes del petroleo durante su
exploracion. Los factores abioticos, tales como la disponibilidad de nutrientes,
temperatura, concentracion de oxigeno, pH, salinidad, potencial redox y la luz

solar también pueden influir en la degradacion de NA.
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1.3.4. Biodegradacion. Durante la maduracion del crudo, los microorganismos
suelen degradar compuestos lineales de bajo peso molecular (< 22 carbonos), lo
qgue incrementa la concentracion de acidos carboxilicos ramificados y ciclicos, los
cuales resisten la degradacion y, en consecuencia, aparecen mezclas complejas,
dificilmente identificadas por cromatografia de gases. Partiendo del concepto de
degradacion bacteriana o microbiana, se conocen dos tipos de degradacion,

aeroObica y anaerdbica.

Biodegradacién aerdbica: Modelos de degradacién aerdbica para los NA han
mostrado que, bajo cultivos enriquecidos con rhizospheres provenientes de
especias de plantas nativas de Alberta, el proceso de biodegradacion ocurre en 10
dias de incubacion. Se observa, a su vez, un alto indice de degradacién de los NA

de bajo peso molecular en comparacion con los de alto peso molecular.

Biodegradacion anaerdbica: La degradacion anaerdbica de hidrocarburos puede
ocurrir en depositos subterrdneos profundos. Las rutas metabdlicas para la
biodegradacion del crudo se llevan a cabo mediante la metanogénesis; diversos
organismos anaerobios han sido reportados en los yacimientos de petrdleo. Hay
pocos estudios relacionados con la biodegradacion anaerébica de NA, a pesar de
gue la mayoria de los estanques de arenas petroliferas de relaves maduran, se
vuelven anaeroébicos. En algunos estanques, el decrecimiento de la concentracion
de sulfato se asocia a la produccion de metano, resultante de las actividades
microbianas. Por lo tanto, si las cadenas laterales carboxiladas de NA son lo
suficientemente largas, pueden ser susceptibles a metabolismos microbianos
anaerobicos. Aunque la degradacion anaérobica de NA no contribuya
significativamente en la produccion de metano en crudos y arenas petroliferas,
comunidades metanogénicas se encuentran activas a altas concentraciones de
NA.
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1.3.5. indice de biodegradacién. El decrecimiento consecuente en &cidos
nafténicos aciclicos y la persistencia de acidos carboxilicos ciclicos, esta
relacionado con el grado de biodegradacion de los crudos. La relaciéon A/C (acidos
nafténicos aciclicos y ciclicos) se calcula a partir de la suma de la abundancia de
los &cidos aciclicos (z = 0) dividida por la suma de la abundancia de los acidos
naftenicos mono, di- y triciclicos (z = -4, -6 y -8, respectivamente), segun la
férmula que aparece en la Figura 14. La relaciéon A/C parece correlacionarse bien
con el grado de biodegradacion del petréleo crudo, el cual es una descripcion
cualitativa, a pesar de su etiqueta numérica. Por ende, la relacion A/C es una
medida fiable y cuantitativa del grado de biodegradacién, que permite
complementar la informacion geoquimica de los depdsitos de crudo en donde se

presentan procesos de mezclado.

Figura 14. Férmula de célculo del indice de biodegradacion con acidos nafténicos.

A/C = 5 NAs, z=0 / (X NAs, z= -4,-6,-8)

1.4. FRACCIONAMIENTO DE CRUDO EN COLUMNA

Aunque es practicamente imposible la identificacibn de cada componente
individual en el crudo, el analisis por grupos de compuestos es de gran ayuda para
definir la relaciébn entre sus estructuras y las propiedades de un crudo. La
separacion de los componentes del crudo, para su posterior analisis, se conoce
como fraccionamiento SARA (saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos), la
obtencion de las cuatro fracciones con este procedimiento se basa en la

solubilidad en solventes organicos; en la Figura 15, se muestra la ruta analitica.

54



Figura 15. Esquema general para el fraccionamiento de crudo.

Crudo
n-heptano
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Saturados Aromaticos Resinas

1.4.1. Precipitacién de asfaltenos. Una de las primeras etapas para el analisis
de biomarcadores en crudo, consiste en la precipitacion de asfaltenos,
aprovechando su baja solubilidad en hidrocarburos livianos (n-pentano, n-hexano
0 n-heptano). Los maltenos, posteriormente, se fraccionan, en saturados,

aromaticos y la fraccién N,S,O (polar).

1.4.2. Fraccion saturada. Los biomarcadores saturados mas conocidos son
pristano, fitano, isoprenoides, terpanos, esteranos, hopanos, diasteranos, etc., que
pertenecen a la fraccion saturada separada de los maltenos y han sido los mas
estudiados. La fraccion saturada es eluida con disolventes no polares como

n-pentano y n-heptano.

1.4.3. Fraccion aroméatica. Compuestos organicos no polares, en la que existen
sistemas de anillos polielectronicos insaturados. Los compuestos aromaticos
pueden estar conformados por uno o mas anillos de seis atomos de carbono. Los
compuestos de menor peso molecular nafteno-aromaticos comprenden esta
fraccién, generalmente son liquidos viscosos de color marrén anaranjado. Las

masas moleculares promedio de esta fraccion son semejantes a las de los
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compuestos saturados. Tienen una alta capacidad de disolver otros hidrocarburos

de alto peso molecular.

1.4.4. Fraccion resinas. Compuesta por moléculas de baja volatlidad y
tendencia a formar agregados, se caracteriza por la presencia de moléculas con
fuerte carécter aromético y de heteroatomos como N, S y O. La mayoria de la
informacion estructural ha sido obtenida mediante las propiedades en masa, tales
como: composicion elemental y la reactividad acido y base. La abundancia de las

especies nitrogenadas y oxigenadas, confiere un caracter polar y no volatil.

1.5. PARAMETROS MOLECULARES

La estimacion de las abundancias relativas y absoluta de los biomarcadores,
puede llevarse a cabo mediante el monitoreo de los iones fragmento
caracteristicos en espectros de masas. Dicha informacién, se usa para el calculo
de los pardmetros moleculares, también conocidos como relaciones diagndstico
de biomarcadores. La relacién entre la concentracion, altura o area de un pico
cromatografico de uno o varios biomarcadores, se denomina parametro molecular.
Los cocientes permiten la disminucion de errores de tipo sistematico en la ruta

analitica de obtencién de los observables mencionados.

Por ejemplo, los crudos provenientes de ambientes marinos carbonatados
contienen mayor cantidad de esteroides monoaromaticos que los shale derivados
de crudos marinos. La entrada de materia organica terrestere es pobre en
esteroides C,7 y Cys. De este modo, para un shale no-marino tiene una relacién de
esteroides mono-aromaticos Cao/(C2s+Cz9) mayor que 0.5. Los crudos no-marinos
tienen una alta cantidad de esteroides monoaromaticos C,; y sus homologos.
Estos crudos se asocian a rocas fuente depositadas en ambientes lacustres, con

un pequefio aporte de plantas terrigenas.
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La aromatizacion del anillo C de los esteroides mono-aromética (MA) a un anillo
ABC triaromatico (TA) involucra la pérdida de un grupo metilo para la union del
anillo A-B. La maduracion de monoaromaticos a triaromaticos da esteroides
triaromaticos con un carbono menos. La relacion TA/(TA+MA), es aplicada para el
calculo de la madurez térmica, esta incrementa de 0 a 100 % durante el proceso.
La relacion también puede ser aplicada para calibracion de modelos de cuencas.

El 1,2,7 trimetilnaftaleno (TMN) indica la entrada de angiospermas. Tipicamente
los trimetilnaftalenos (TMN) se usan en las relaciones, TDE-1 y TDE-2, que
permiten diferenciar. carbono de pantano del marino, lacustre y ambientes
deltaicos. TDE-1 = 1,2,5-TMN/1,2,4-TMN, y, TDE-2 = 1,2,7-TMN/1,2,6-TMN.

Los benzotiofenos pueden inferir ambiente de depositacién y litologia de la roca
fuente del crudo. Junto con pristano y fitano, permiten la clasificacion de
ambientes de depodsito. Estas relaciones reflejan los diferentes regimenes
resultantes de los procesos microbiolégicos y quimicos significativos, durante la

deposicion y diagénesis temprana de sedimentos.

1.6. ANALISIS INSTRUMENTAL

El analisis cromatografico de las fracciones saturadas o arométicas aisladas del
petréleo o de roca, sedimento o esquisto, es posible mediante diversas técnicas,
como, por ejemplo, cromatografia de gases con detector de ionizacién en llama
(GC-FID) o con detector de masas (GC-MS). Mediante el uso de GC-FID se logra
comparar de forma rapida los perfiles cromatogréaficos, tanto cualitativamente
como cuantitativamente, aunque para este ultimo se debe disponer de sustancias
patron de los analitos de interés. Pero, para el analisis de las fracciones saturadas
o0 aromaticas del petroleo o de los extractos de rocas es mas frecuente el uso de
GC-MS, con ionizacién electrénica, El (electrones de 70 eV) y un analizador

cuadrupolar, en modo full scan (barrido completo de radiofrecuencia para el rango
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de masas de m/z 50-600) o realizando la deteccidn selectiva con el monitoreo de

iones seleccionados (SIM).

1.6.1. Masas nominales y exactas. Masa nominal: Es la masa entera de la
especie con el is6topo mas abundante de cada uno de sus a&tomos constituyentes.
En el caso del carbono, hidrogéno y bromo, los is6topos méas abundantes son **C,
'Hy °0,

Masa exacta: A diferencia de la masa nominal, la masa exacta de una molécula o
ion es la masa de todas las especies isotopicas existentes de cada uno de sus

atomos constituyentes.

1.7. CROMATOGRAFIA DE GASES

Es una técnica de analisis instrumental que permite la separacion de una mezcla
en sus componentes individuales. Las moléculas se volatilizan y son llevados a la
cabeza de la columna cromatografica. La separacion cromatografica dependera
principalmente, de temperaturas de ebullicion de cada componente 0 momentos
dipolares, para columnas apolares o polares, respectivamente. La elucién se
produce por el flujo de gas de arrastre (eg. helio, hidrégeno, argén) y efecto de la
temperatura, durante el recorrido por la columna cromatografica cada analito se
reparte entre la fase mévil y estacionaria. En general, los compuestos con masas
moleculares inferiores a 400 Da, termoestables, volatiles y sin grupos funcionales
activos (acidos o bases), pueden ser analizados por cromatografia en fase
gasesosa [54, 55]. Para columnas capilares, existen cuatro tipos de inyectores en
funcién de la vaporizacién de la muestra y su transferencia hacia la columna
cromatografica: con division de flujo (split), sin division de flujo (splitless), en
columna (on-column) y con vaporizacion programada por tempertura (PVT).

1.7.1. Detectores. EIl propésito del detector es monitorear el gas portador a
medida que este emerge de la columna y generar una sefal en respuesta a la

masa o concentracion de la sustancia analizada. En el analisis de biomarcadores
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en crudo, los analizadores cominmente usados son detector de ionizacidn en

llama (FID) y detector selectivo de masas (MSD).

Detector FID: Este detector se basa en la ionizacion de las moléculas arrastradas
por el gas portador que salen de la columna y se oxidan en una llama
hidrégeno/aire. Es un detector universal, ya que responde a la gran mayoria de
compuestos organicos, es economico y presenta una elevada sensibilidad,

ademas no responde a impurezas comunes del gas portador como CO; y H,0.

Detector selectivo de masas: Es un detector que permite la identificacion
tentativa de compuestos desconocidos mediante el estudio fragmentaciones
caracteristicas de grupos funcionales de una molécula problema. Cuando el
cromatégrafo de gases (GC) se acopla al espectrometro de masas, los
compuestos que eluyen de la columna cromatogréafica se ionizan mediante el uso
de electrones (El, ionizacién electronica) o con un reactivo quimico (Cl, ionizacion
quimica). Los fragmentos con relacion m/z generados son enfocados y acelerados
en un analizador de masas, eg., cuadrupolo. Los fragmentos con diferente relacion
m/z generan diferente sefial y se detectan dentro de un rango de masa. Los limites

de deteccion se encuentran alrededor de 1 a 10 ng o incluso a valores mas bajos,
eg., 10 pg.

El acoplamiento de un espectrometro de masas a un cromatdgrafo de gases,
permite obtener informacion acerca de la estructura de un compuesto que eluye
de la columna en un tiempo determinado. Los analizadores de masas que se
muestran en la Tabla 3, pueden operar en tres modos de adquisicion: universal,
especifico y selectivo. Con una configuracion de un solo cuadrupolo, el analizador
puede operar en modo universal y selectivo, y el modo especifico para los

sistemas tandem.
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Tabla 3. Modos de adquisicion de los analizadores de masas.

Modo de _ _
L Funcionamiento
adquisicion
El MSD registra todos los iones (moleculares y fragmento)
Full scan generados en la camara de ionizacién para cada analito que
eluye de la columna cromatografica.
Implica el monitoreo de iones seleccionados (SIM). En el
Universal analizador cuadrupolar sélo atraviesan iones con una
determinada relacibn masa carga (m/z).
El sistema tandem hace al detector especifico, dentro de los
] analizadores esta el triple cuadrupolar (QgQ). Los modos de
Tandem

adquisiciéon son full scan, SIM, ion-fragmento, ion-precursor,

fragmento neutro, y el monitoreo de reaccion multiple (MRM).

1.8. ANALISIS DE BIOMARCADORES AROMATICOS POR GC-QqQ-MS
(MODO MRM)

El modo de adquisicion MRM mostrado en la Figura 16, es mas especifico, solo
hace seguimiento entre dos pares de iones, precursor y producto. ElI primer
cuadrupolo (Q1), opera en modo SIM, filtrando el ion precursor escogido F1.
El segundo cuadrupolo (Q2) no actia propiamente como un analizador (camara de
colisiones activadas), sino que impacta a los iones previamente seleccionados en
Q1, con moléculas de gas inerte (N;) y es sometido a una diferencia de potencial,
generando fragmentacion del ion precursor. Los iones fragmento producidos son
analizados en el tercer cuadrupolo (Q3), también operado en modo SIM (F2), que
solo monitorea la masa de uno de los productos de la fragmentaciéon de F1. En
conclusién se monitorea la reaccion F1—F2. Este modo es mas especifico, luego

aumentara la relacion sefal-ruido (S/N).
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Figura 16. Operacion del GC-QqQ en el modo MRM.

Analizador 1 Ceild_a Analizador 2 Detector
de colisiones

Camarade

ionizacion ® : OH' H - H N

Q1 Q2 (q) Q3

lones moleculares, M* lones diagnéstico, F*

1.9. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

La cromatografia liquida de ata resolucion (HPLC) es un método que permite el
analisis de una extensa variedad de moléculas, de altos pesos moleculares y
puntos de ebullicién, incluyendo termolabiles; principales restricciones de la
cromatografia gaseosa. La fase estacionaria més utilizada esta compuesta de gel
de silice, generalmente modificada con grupos Cg 0 Cig. Cuando la naturaleza
qguimica de la columna es menos polar que la fase movil, la técnica se llama en
fase reversa. El orden de elucién de los analitos sera del mas polar al menos polar
y detectados mediante detectores de arreglo de diodos (DAD), fluorescencia
(FLD), time of flight (TOF), Q-TOF, espectrometria de masas resonancia de ion

ciclotron con transformada de Fourier (FT-ICR-MS).

1.9.1. Detectores en cromatografia liquida de alta resolucion. El detector
cromatografico debe caracterizarse por una gran sensibilidad, precision y
linealidad. Es preferible que el detector no se vea afectado por cambios en la

composicidon de la fase mévil (gradientes), tenga un tiempo de respuesta inferior a
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0.3 segundos y un volumen de celda reducido, de manera que no contribuya al
ensanchamiento de los picos. En la Tabla 4, se muestran los detectores

caracteristicos de cromatografia liquida.

Tabla 4. Caracteristicas de los principales detectores utilizados en HPLC.

Detector Tipo Limite de deteccidn
Absorbancia Selectivo 100 pg — 1 ng
Fluorescencia Selectivo 1-10pg

indice de refraccion Universal 100 ng — 1 g
Quimioluminiscencia Selectivo 0,1-1pg
Electroquimico Selectivo 10 pg—1ng
Evaporativo de light-scattering Universal 1-100ng
Conductividad Selectivo 500 pg—1ng
Espectrometria de masas Universal 100 pg—1ng
Aerosol Cargado (CAD) Universal 100 pg — 10 ng

Por otra parte, entre los analizadores de masas mas frecuentemente en
cromatografia liquida son TOF, QIT, FT-ICR y Orbitrap, que son Uutiles para la
adecuada identificacion de analitos con mayor peso molecular, no volatiles o

térmicamente labiles.

1.10. ANALIZADOR DE TIEMPO DE VUELO (TIME OF FLIGHT, TOF)

Es un analizador que permite la separacion de moléculas protonadas o
deprotonadas, segun el modo de ionizaciéon. Una interfaz electrospray (ESI),
desolvata las especies i6nicas en fase gaseosa. Los iones a un voltaje V de signo
contrario que los extrae de la camara y los acelera con una energia cinética
caracteristica para para cada ion. Esta separacion usa las diferencias de masas
exactas entre cada ion para ser separados segun su relacion m/z, de manera que,
los mas ligeros “vuelan” mas rapido y llegan al detector antes que los mas

pesados.
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1.11. ANALIZADOR ORBITRAP

El analizador de masas orbitrap, se compone de un electrodo central coaxial con
forma spindle y un electrodo externo en forma de barril. Cuando un voltaje DC es
aplicado entre los dos electrodos axialmente simétricos, resulta la formacion de un
campo electrostatico con distribucion potencial. EI campo generado puede ser
visto como la suma de un campo cuadrupolar de trampa de iones y un campo
logaritmico de un condensador cilindrico, es decir, un campo cuadro-logaritmico

(véase Figura 17).

Figura 17. Esquema de un analizador de masas orbitrap

Los iones entran a un cilindro cuadrupolar de radiofrecuencia (RF) en la trampa C
y son almacenados alli, donde los iones van perdiendo energia como
consecuencia de colisiones suaves con un bafio de gases. El voltaje de RF es
desacelerado y se aplica un impulso de alto voltaje en la trampa, causando una
expulsion de iones ortogonal al ejer curvo. A medida que el hilo de iones es
dispersado en grupos de diferente relacion m/z, enfoca cada grupo de iones a la
entrada del analizador. Al ingresar al analizador estos grupos de iones
experimentan fuertes campos radiales y axiales. Donde, el componente axial
genera una aceleracion e inyeccidon por excitacion y el componente radial
establece un movimiento circular alrededor del electrodo central. A medida que el
voltaje aumenta en el electrodo durante la inyeccion, el movimiento radial los
comprime hacia abajo. Debido a la fuerte dependencia de las frecuencias de

rotacion de energia de cada grupo de iones, angulos y posiciones, cada grupo se
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extiende por la coordenada angular formando un anillo delgado giratorio.
Finalmente estos voltajes se estabilizan, el amplificador diferencial detecta una

corriente inducida por cada uno de estos anillos.
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2. CIENCIOMETRIA

La cienciometria ha permitido la evaluacion de la actividad cientifica en el mundo,
mediante la valoracion de indicadores numeéricos. Se puede evaluar su desarrollo
y comparar las politicas cientificas de paises y organizaciones. Debido a que los
analisis cienciométricos consideran la ciencia como una disciplina o actividad
econdmica. Se realizé un estudio cienciométrico de la produccion cientifica sobre

los biomarcadores en crudo, usando la base de dato, Scopus (Elsevier).

2.1. Base de datos Scopus (Elsevier). La busqueda en la base de datos
Scopus, con las palabras claves: biomarkers, aromatic, crude oil and
biodegradation, reporté 320 resultados, entre articulos (292), conferencias (18),
publicaciones comerciales (5), libros (5). En la Figura 18, se muestra el
comportamiento de la actividad cientifica desde el afio 1981, se observa que la
investigacion sobre biomarcadores aromaticos en petréleo ha tenido un ritmo
constante entre una y nueve publicaciones por afio, hasta el afio 1998,

triplicAndose en la ultima década.

Entre los afios 1981-1998, se empezd a usar la geoquimica de reservorio para
establecer correlaciones de roca-crudo y crudo-crudo. La alteracién secundaria de
los crudos se pudo determinar mediante el andlisis de la fraccion de hidrocarburos
saturados por medio de cromatografia de gases con columnas capilares. Respecto
a los hidrocarburos aromaticos se evidencié que son menos afectados por la
biodegradacion. Otros estudios han estado enfocados a la evaluacion de los
cambios generados en las fracciones saturadas y aromaticas, producto de la
incubacion en presencia de comunidades bacterianas hidrocarbonoclasticas
aisladas de sedimentos marinos. En los compuestos aromaticos, la alteracion fue

preferencial hacia los compuestos monometilados.
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Figura 18. Relacion afo-nimero de publicaciones sobre biomarcadores
aromaticos en crudo biodegradado.
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Fuente: Fuente: Base de datos: Scopus. Periodo de observacion: 1981-2016.
Consulta: 18 de septiembre de 2016. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY
(“biomarker AND aromatic AND crude oil OR biodegradation”).

En la ultima década, los estudios se han enfocado hacia la variacion vertical de la
geoquimica de reservorio; geoquimica de alquilbencenos; la evidencia de
mezclado y crudos biodegradados. La alta resolucion de la técnica de
espectrometria de masas (FT-ICR-MS) ha sido usada para investigar la
distribucién de hidrocarburos con heteroatomos a nivel molecular, segun la
miscelanea de tipo de &tomos, nimero de carbonos y equivalente de doble enlace
(DBE). En la Figura 19, se aprecia, que la revista Organic Geochemistry, tiene la
mayor cantidad de trabajos publicados en la investigacion de shales, crudos, gas

natural, carbones, entre otros.
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Figura 19. Relacion entre las revistas cientificas y el nimero de publicaciones
sobre biomarcadores aroméaticos en crudo biodegradado.
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Fuente: Base de datos: Scopus. Periodo de observacion: 1981-2016. Consulta: 18
de septiembre de 2016. Ecuacién de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“biomarker AND

aromatic AND crude oil OR biodegradation”).

La cromatografia en una dimension con detectores FID, GC-MS/SIM y GC-QqQ-
MS, han sido ampliamente usados para el estudio de biomarcadores no solamente
saturados, sino aromaticos. El uso de acoplamientos GC-MS o GC-QqQ-MS con
detectores del alta resolucién FT-ICR MS, QTOF, o la cromatografia en dos
dimensiones GCxGC en acople a detectores convencionales 0 a un detector en
tandem de alta especificidad (QqQ) o a un detector de alta resolucion (Time of
Flight Mass Spectrometry, TOF-MS). Recientemente, el uso de las técnicas
GC/APCI-MS (Gas Chromatography/Atmospheric Pressure Chemical lonization —
Mass Spectrometry), aunque la fuente de iones fue desarrollada para el
acoplamiento LC-MS. Este acoplamiento aumenta la sensibilidad del analisis y

proyecta grandes resultados en el analisis de biomarcadores en petroleo.
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Figura 20. Relacion entre paises y el numero de publicaciones sobre
biomarcadores aromaticos en crudo biodegradado.
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Fuente: Base de datos: Scopus. Periodo de observaciéon: 1981-2016. Consulta: 18
de septiembre de 2016. Ecuacion de basqueda: TITLE-ABS-KEY (“biomarker AND
aromatic AND crude oil OR biodegradation”).

En la Figura 20, se muestran los paises que mas han publicado sobre
biomarcadores aromaticos. En los Estados Unidos, se han realizado convenios de
investigacién con institutos Colombianos para el entendimiento de la geoquimica
de reservorio de cuencas como la de los llanos orientales, en las que se realizo
analisis de biomarcadores y composicién isotépica. Otros enfoque han sido, por
ejemplo, el estudio de la superfamilia de genes del citocromo P450 (CYP) que fue
identificado en los copépodos que fueron expuestos a crudos y a las formas
alquiladas de PAH, los resultados sugirieron la detoxificacion de PAH en

copépodos marinos.
En la base de datos Scopus, con palabras claves de busqueda: naphthenic acids

and crude, se encontraron 518 resultados, entre articulos (310), conferencias

(162), reviews (10), notas (9), revision de conferencias (6), entre otros (21). En la
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Figura 21, se muestra el comportamiento de la actividad cientifica desde el afio
1923, se observa que a partir del afio 1999 el interés por el estudio de los acidos

nafténicos en crudo, ha tenido un aumento considerable.

Figura 21. Relacion entre afio y el numero de publicaciones sobre &cidos

naftenicos en crudo.
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Fuente: Base de datos: Scopus. Periodo de observacion: 1923-2015. Consulta: 18
de septiembre de 2016. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“naphthenic
acids AND crude”).

Los acidos nafténicos han sido identificados como las especies responsables de la
corrosion, en los estudios de caracterizacion se han usado técnicas instrumentales
como microscopia O6ptica, microscropia de fuerza atdbmica y espectroscopia
Raman. En donde se han identificado geotita, magnetita y hematita como
productos de corrosion de los acidos nafténicos. La correlacién entre corrosion
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naftenica y los valores de numero total de acidos (TAN), ha sido evaluada por FT-
ICR-MS (ESI) modo negativo; se ha encontrado una alta concentracion de
especies de acidos nafténicos con un amplio rango DBE (1 a 17) para crudos con
alto efecto corrosivo. Una serie de muestras de crudo relacionadas genéticamente,
que habian sido degradados en condiciones anaerébicas fueron analizados por
FT-ICR MS, el incremento de la biodegradacién de los crudos, influyd sobre la
abundancia relativa de estas especies N,S,0. El cambio sobre las especies O,

permitié establecer un indice de biodegradacion.

Figura 22. Relacion de paises y el nimero de publicaciones sobre acidos

naftenicos en crudo.
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Fuente: Base de datos: Scopus. Periodo de observaciéon: 1923-2015. Consulta: 18
de septiembre de 2016. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“naphthenic
acids AND crude”).

De acuerdo con la Figura 22, EE.UU y China han sido los paises que mas han

publicado sobre acidos nafténicos. En Colombia, se han realizado ocho
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publicaciones, el tema principal es la corrosion. Se ha simulado en el efecto de la
presion en las lineas de transferencia sobre la corrosion, mediante métodos

espectroscopicos de Infrarrojo cercano y métodos quimiométricos.

71



3. GENERALIDADES DE LAS AREAS DE ESTUDIO

La seccion cretacica del norte de Sur América contiene una de las mejores rocas
generadoras en el mundo, que probablemente generaron la mayor parte del crudo
encontrado en Colombia, Ecuador y Venezuela. La mayoria de los investigadores
se refieren a estos sedimentos ricos en materia organica, como la formacién La
Luna y la describen como una roca generadora tipica marina, algal, rica en

carbonatos.

La cuenca los Llanos es una depresion topografia ubicada en el noreste de
Colombia, representando la mas grande provincia productora de crudo y gas.
Cubre una extensién de 225.603 km?, conformando parte de las regiones de Meta,
Casanare y Arauca. Considerada la mas grande cuenca petrolifera del pais,
con 2 campos gigantes (Cafio Limon y Rubiales), 2 campos mayores (Apiay Yy

Castilla) y mas de 80 campos menores.

La cuenca del VMM, comprende una depresion alargada, que se encuentra
situada en la parte central de Colombia entre las cordilleras Central y Oriental,
envuelve un area aproximada de 34.000 km2. Es la segunda cuenca petrolifera
mas importante del pais, con 51 campos. Finalmente, la cuenca Cordillera
Oriental, comprende una depresion alargada, que envuelve un area aproximada
de 60.000 kmz?, localizada entre el valle del rio Magdalena y la cuenca Cenozoica
de los Llanos. Esta cuenca tiene 10 campos (8 de petroleo y 2 de gas).

3.1. LOCALIZACION

Las muestras de crudo para el desarrollo del presente proyecto (10), fueron
aportadas por el Instituto Colombiano del Petréleo (ICP), dentro de un convenio de
cooperacion UIS-Ecopetrol-2015. En la Figura 23, se muestra la ubicacién

geografica de las cuencas de interés analitico.
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Figura 23. Ubicacion geografica por cuencas de las muestras de crudo.
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Tomado de: Organic Geochemistry Atlas of Colombia, 2010.

3.2. ANTECEDENTES

En el afio 1979, se establecié que las aguas de lavado y la biodegradacion afectan
la composicion de hidrocarburos aromaticos, se estimé que mas del 20% de las
reservas de petréleo del mundo han sido alteradas o destruidas por degradacion
bacteriana. Cinco afios mas tarde, se reportd la existencia de nuevos
microorganismos que degradan crudo bajo condiciones estrictamente andxicas y
que la cantidad de crudo biodegradado excede el crudo convencional. Hacia 1997,
se establecid que los compuestos aromaticos se biodegradan en su orden:

alquilnaftalenos>naftalenos>benzotiofenos>fenantrenos>dibenzotiofenos.
Los efectos de la biodegradacion en la cuenca de los Llanos Orientales, fue

estudiada en el aflo 1991, para un total de 35 pozos. La gravedad API, porcentaje

de compuestos N,S,0, concentracion de azufre, ausencia o disminucion de
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n-alcanos y presencia de hopanos desmetilados, se usaron para estimar
biodegradacion. Desde el afio 1996 hasta el 2006, se han desarrollado diferentes
estudios en la cuenca Llanos Orientales, que han permitido reconocer la existencia
de diferentes rocas generadoras, del cretacico terciario, al menos dos pulsos de
carga de hidrocarburos y un evento de biodegradacion, que permitieron estimar
variaciones sobre el sistema petrolifero de la cuenca. Estudios similares se han

desarrollado en la cuenca VMM.

El analisis de diamantoides en la cuenca VMM permitié distinguir las facies de
roca fuente, mediante el uso de diamantoides, y un interés por gases
termogénicos. En el afio 2010, usando GC-MS/SIM se reportd la ocurrencia y
distribucion de diamantoides en 22 muestras de crudo procedentes de la cuenca
Llanos Orientales, para comprender fendmenos de madurez y biodegradacion y el
efecto sobre la composicion de los crudos, y la medicidon de la madurez térmica
mediante el indice de metilfenantreno (MPI-1) y dibenzotiofenos de la fraccion

aromatica.

En general, la mayoria de analisis geoquimicos en muestras de crudo han sido
desarrollados mediante GC-MS. Recientemente, se ha usado la técnica GCxGC-
TOF-MS para realizar prospecto de crudos en la cuenca VMM, obteniendo alta
madurez térmica y parametros de roca fuente. Actualmente, la determinacion de
compuestos polares (N,S,0) y su relacion con indices de biodegradacién en
crudos, es ampliamente estudiada mediante cromatografia liquida con detector
FT-ICR-MS.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1. MATERIALES Y REACTIVOS

4.1.1. Reactivos y solventes. n-hexano, diclorometano, acido férmico, trifluoruro
de boro en metanol, hidroxido de sodio, gel de silice, &cido clorhidrico y tolueno,
todo grado reactivo; acetonitrilo y metanol (grado reactivo y LC-MS), todos
provenientes de Merck (Darmstadt, Alemania). n-pentano proveniente de J.T.
Baker (Center Valley, PA 18034, EE.UU.). Formiato de amonio de Sigma Aldrich
(St. Louis, EE.UU.). El agua tipo I, se obtuvo de la purificacion de agua destilada

en un sistema Millipore®.

Los gases para cromatografia: helio, nitrdgeno, aire, de alta pureza (4.5 A.P)
suministrados por Linde Colombia. El hidrogeno fue obtenido de un sistema

generador de hidrogeno mediante electrdlisis de agua tipo I.

4.1.2. Material de referencia certificado. Las sustancias de referencia utilizadas
para el desarrollo del proyecto se muestran en la Tabla 5. Los estandares
deuterados en 2 y 3 posiciones, se usaron como estandares internos en el método
de andlisis de biomarcadores aromaticos, y los acidos 1l-adamantanocarboxilico;
6-fenilhexanoico, se usaron como estandares internos en el andlisis de las

fracciones polares de las muestras de crudo biodegradadas.

Tabla 5. Material de referencia certificado de biomarcadores aromaticos y acidos

nafténicos.
. Pureza,
Referencia Compuesto o Lote
0
dsC»; Esterano monoaromatico
0983.21-10-10 87 1378

(5a(H)/5B(H))
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0984.20-10-10 d,C,o Esterano triaromatico >08.5 1379

C,9 Esterano monoaromatico (C) 526y
0860.29-100-10 465
(5B(H)/10B(CH3)/5a(H)/10a(CH3)) 22.5 (%)
106399-25G Acido 1-adamantanocarboxilico 99 1443353
333603-1G Acido 6-fenilhexanoico 98 STBC5854V
CDS003428 Acido 4-butilciclohexanocarboxilico 98 B02338872
70340-250ML  Mezcla técnica de acidos nafténicos BCBQ4271V

*Corresponde a la mezcla de los respectivos isomeros. Proveedores: Chiron SA

(Esteranos aromaticos Cag, d3Co;1 Y d2Co0), Y Sigma-Aldrich (acidos carboxilicos).

4.1.3. Material de laboratorio. En el desarrollo de la parte experimental se usé
balanza analitica (+ 0.01 mg, Mettler Toledo, Schwerzenbach, Suiza); transferpette
0.5-10, 2-20, 20-200 y 100-1000 pL y dispensette 1-10 mL Brand (Wertheim,
Alemania); agitador vértice (IK®, Guangzhou, China); bafio termostatado de
enfriamiento RA 12 (Lauda, Konigshofen, Alemania); espectréometro FT-IR Cary
630 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.); agitador magnético con
calentamiento MSH 300 (Boeco, Hamburgo, Alemania); ultrasonido S30H (ELMA,

Singen, Hohentwiel, Alemania).

Pipetas aforadas (5 mL); pipetas volumétricas (5 y 10 mL); tubos de ensayo;
balones de fondo redondo (30, 100 y 250 mL); pipeta volumétrica, de 5 mL; vasos
de precipitados, de 100, 50 y 10 mL; balones aforados, de 100, 50, 2, 1mL; Brand
(Wertheim, Alemania); viales 1.5 mL, tapas, septa (AT, California, EE.UU.);
pipeta Pasteur, en vidrio de soda, punta fina y estirada; de 2 mL de capacidad,
dimensiones: g interior punta-1 mm, g interior-7 mm, longitud tubo de aspiracion-
25 mm, longitud punta-25 mm, longitud total-225 mm; pipeteador de cremallera
para pipetas, de caucho, con capacidad de aspiracion de 0-10 mL; espatula;
cronOmetro; vial tapa a rosca de 15 mL de capacidad, con tapa
y septum de silicona blanca-PTFE; micro-viales de 200 pL de capacidad, para
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viales de 1.5 mL de capacidad; puntas plasticas para micropipetas Brand
(Wertheim, Alemania).

4.2. MUESTRAS DE CRUDO

Dentro del convenio marco de cooperacion UIS-Ecopetrol, se definieron 10
muestras de crudo, que presentan diferentes niveles de biodegradacion, y
provienen de diferentes cuencas, en la Tabla 6, se muestra la relacion de

muestras de crudo.

Tabla 6. Listado de muestras de crudo provenientes de diferentes cuencas de la

geografia Colombiana.

Codigo de muestra Cuenca

C-GQ-1

C-GL-1 Valle Medio del Magdalena

C-LI-107

C-MSTB Cordillera Oriental

C-GTQ-22

C-Ch-170

C-R-444 _
Llanos Orientales

C-R-147

C-R-357

C-R-807
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4.3. OBTECION DE MALTENOS Y ASFALTENOS

Figura 24. Esquema general de analisis de biomarcadores aromaticos y productos

de biodegradacién en el crudo.

Crudo
|
Precipitacién Fraccionamiento
de asfaltenos en columna
| [
Filtracion Maltenos Fraccion polar
(clean-up)
| | I
Asfaltenos Fraccionamiento Analisis
(s6lido precipitado) en columna LC-MS-Orbitrap
[ |
Saturados Aromaéticos Resinas
Andlisis de biomarcadores por GC-MS,
GC-QqQ-MS

4.3.1. Precipitacién de asfaltenos. EI procedimiento general para el andlisis
geoquimico se muestra en la Figura 25. La precipitacion de asfaltenos se realiz6
con base en el procedimiento descrito en la norma ASTM D6560-12. Los 500 mg
de crudo se mezclaron con n-pentano (20 mL), la mezcla se someti6 a
calentamiento con reflujo por 1 h, seguido de reposo por 1.5 h, y filtraciébn por
gravedad (papel de filtro grado 42, capacidad de retencién 2.5 um).
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Figura 25. Filtracion de asfaltenos.
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4.3.2. Separacion de maltenos. La obtencion de una fraccibn completa de
maltenos, se realiz6 con la extraccion repetitiva en un equipo Soxhlet, usando
n-pentano como solvente. En la Figura 25, se muestran los asfaltenos obtenidos
en una de las muestras de crudo, posterior a la extraccién Soxhlet. Los asfaltenos

fueron obtenidos con diclorometano como solvente (Figura 26).

Figura 26. Obtencion de maltenos y asfaltenos con n-pentano y diclorometano,

respectivamente.

1. Primer lavado con n-pentano
: ’)L\ 2. Después de 3 ciclos
s 3. Fraccion de asfaltenos

=
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4.4. FRACCIONAMIENTO EN COLUMNA DE ELUCION

Los maltenos (solubles en n-pentano), fueron concentrados a sequedad con
corriente de gas nitrdgeno. Una parte de los maltenos (ca. 20, 50, 100 y 500 mg)
fue fraccionada en columna de elucion con gel de silice (ca. 1y 15 g), previamente
activada a 190 °C por 4 h. La elucion de las fracciones se realizd con diferentes
solventes (n-hexano, n-hexano:diclorometano, n-hexano:acetato de etilo,
metanol:diclorometano), y se establecido la mezcla de solventes que permitio
obtener relaciones moleculares reproducibles para la muestra de crudo de

laboratorio de referencia (C-GQ-1), en la fraccion aromética.

Cada una de las fracciones saturadas fue tratada con zeolita ZSM-5, y disuelta en
n-hexano (50 yL). En el caso de las fracciones aromaticas, a cada una se adicion6
5 pL de cada solucion de estandares deuterados: dsCy; (10 pg/mL) vy
d>C2 (10 pg/mL) esteranos monoaromatico y triaromatico respectivamente, y se

adicionaron 40 uL de tolueno.

4.5. ELIMINACION DE n-PARAFINAS CON ZEOLITA ZSM-5

En el calculo de relaciones moleculares se determinaron los biomarcadores
saturadados a saber: pristano y fitano. Debido a que son indispensables para
generar graficos de relaciones moleculares entre dibenzotiofeno y fenantreno
(eg. DBT/Phen). A cada fraccion saturada de crudos se realiz6 remocion de
n-parafinas, mediante el uso de zeolita ZSM-5. De acuerdo con las condiciones
encontradas en un disefio experimental 2*. Finalmente, cada fraccion fue disuelta
en ciclohexano (mL), la solucion fue adicionada sobre zeolita ZSM-5 (2.3 g) y
dispersada con gel de silice (0.2 g). El tiempo de sorcién fue de 55 minutos, y
posteriormente la mezcla solida se empaco en una columna de vidrio, la fraccion
saturada enriquecida en isoprenoides (pristano y fitano) fue obtenida por elucion

con ciclohexano (5 mL).
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4.6. FRACCIONAMIENTO DE CRUDO PARA EL ANALISIS DE ACIDOS
NAFTENICOS — ENSAYOS PRELIMINARES

4.6.1. Cromatografia liquida en columna abierta. La complejidad de las
muestras de crudo biodegradado puede generar contaminacion en los sistemas de
deteccion (eg. LC-Orbitrap-MS). Para el analisis de productos de biodegradacion
en el crudo, se realizaron pruebas preliminares con los estandares internos

metilados con trifluoruro de boro en metanol, y analizados por GC-FID.

La obtencién de la fraccion polar mas promisoria para el analisis de productos de
biodegradacion, se obtuvo mediante la determinacion del porcentaje de
recuperacion de los estandares internos, acidos: l-adamantanocarboxilico y
6-fenilhexanoico, monitoreados como metilésteres de los respectivos acidos por
GC-FID. En las pruebas preliminares de elucion se utilizé la muestra de crudo
C-GQ-1. En una pipeta Pasteur se adicioné gel de silice (ca. 0.6 g), seguidamente
se incorporé la muestra de crudo (ca. 30 mg) dispersada en gel de silice. En la
elucion de fracciones se usO diclorometano (3 mlL), y solventes polares:
etanol:agua (7:3 v/v); hidréxido de sodio 1 % p/v en etanol e hidroxido de sodio 1%
en metanol (ca. 3 mL). Cada fraccion metandlica o etandlica, fue concentrada a
sequedad con corriente de gas nitrdgeno y posteriormente metilada con
BFs/metanol (70°C, 1 h). La recuperacion de los estandares internos, se realizo

con base en areas de metilésteres y en muestras de diferente gravedad API°.

4.6.2. Limpieza de fraccion polar. Debido a la complejidad de las muestras de
crudo biodegradado, las fracciones polares obtenidas, fueron descontaminadas
(moléculas no ionizables) mediante extraccion liquido-liquido con diclorometano
(2 mL) y agua tipo | (2 mL), vortice (20 s), centrifuga (<2 min). La fase organica se
desechd, posteriormente se ajustd el pH (< 2), acido clorhidrico concentrado
(ca. 3 gotas). A continuacion, se realizd extraccion liquido-liquido con

diclorometano (2 mL) y n-hexano (2 mL), se mezclaron las fases organicas y se
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concentro a sequedad. El extracto fue reconstituido con formiato de amonio 5 mM
en metanol (1 mL), y posteriormente se inyectd 1 uL al equipo LC-Orbitrap-MS

(modo negativo).

4.7. ANALISIS INSTRUMENTAL

4.7.1. Analisis de biomarcadores aromaticos por GC-MS/SIM. El andlisis
cromatografico se realizdé en un cromatografo de gases Agilent Technologies (AT)
6890 Plus acoplado a un detector selectivo de masas (MSD 5973, AT) operado en
modo de barrido completo de radiofrecuencias (fullscan) y SIM. La columna
empleada en el andlisis fue DB5-MS (J&W Scientific, Folsom, CA, EE.UU)
[5%-fenil-poli(dimetilsiloxano), 60m x 0.25 mm x 0.25 uym]. La inyeccion se realizo
en el modo splitless. En la Tabla 7, se muestran algunas de las condiciones
cromatograficas utilizadas para la determinacion de biomarcadores aromaticos y
saturados (isoprenoides) en el crudo, y en el ANEXO 1, se muestran algunos de

los iones caracteristicos por familias de biomacadores aromaticos.

Tabla 7. Método cromatografico para el analisis de biomarcadores aromaticos por
GC-MS/SIM.

Inyector automatico Volumen de inyeccion 1 uL
. g Split Splitless
Puerto de inyeccion
Temperatura, °C 300
o 60 m x 250 pm x
Especificaciones
0.25 um
Columna : :
Presion, psi 21.65
Flujo, mL/min 1
Solvent delay, min 10

Paradmetros de adquisicién

Temperatura camara
del MS o 230°C
de ionizacion, °C
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Temperatura del analizador, °C ~ 150°C

(142.00) (178.00) (206.00)

] (156.00) (184.00) (231.00)
Parametros SIM (m/z)

(168.00) (191.00) (245.00)

(170.00) (198.00) (253.00)

*La programacion de temperatura junto con otras variables se omitieron por

asuntos de confidencialidad dentro del convenio de cooperacion UIS-ICP.

4.7.2. Cromatografia de gases — Analizador triple cuadrupolar (GC-QqQ). Los
biomarcadores presentes en la fraccion aromatica y saturada (isoprenoides) del
crudo se analizaron en un cromatografo de gases Agilent Technologies 7890N
acoplado a un detector de masas triple cuadrupolo (QgQ) Agilent Technologies
7000, operado en el modo MRM. El procesamiento de los datos se hizo con el

programa MassHunter Qualitive Analyses B.05.00.

4.7.3. Cuantificacién de biomarcadores aromaticos analizados con GC-MS y
GC-QqQ-MS. Los biomarcadores presentes en la fraccibn aromatica se
cuantificaron aplicando el método de estandarizacion interna. El esterano
triaromatico (d2Cy) Yy monoaromatico (dsC,;), se usaron como estandares

internos.

4.8. ANALISIS DE ACIDOS CARBOXILICOS EN CRUDO POR LC-ORBITRAP-
MS

Los compuestos polares se analizaron en un cromatografo liquido de ultra alta
resolucion (UHPLC), Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA,
EE.UU.) equipado con una bomba binaria de gradiente (HPG3400RS), un inyector
automatico de muestras (WPS300TRS) y una unidad termostada para la columna
(TCC3000). La separaciéon cromatografica se llevd a cabo en una columna
Hypersi GOLD Aq (Thermo  Scientific, Sunnyvale, CA, EE.UU,;
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100 x 2.1mm x 1.9 um de tamafo de particula) a 30°C. En modo negativo, la fase
movil fue una solucion acuosa 5mM de formiato de amonio (A) y metanol con 5mM
de formiato de amonio (B). El cromatdgrafo liquido se conectd a un espectrometro
de masas Orbitrap (Exactive Plus, Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, EE.UU.) a
través de una interfaz de electronebulizacion (ESI) en modo negativo, con voltaje
de cono de -3.5 kV.

Se usO nitrdgeno como gas secante. Los espectros de masas se adquirieron en el
rango de m/z 80-1000. El analizador Orbitrap fue calibrado con las soluciones de
referencia certificadas: cafeina (C6035, Sigma-Aldrich); MRFA (M1170, Sigma-
Aldrich); Ultramark™ 1621 Mass Spec. (AB172435, ABCR GmbH & Co. KG);
n-butilamina (471305, Sigma-Aldrich); dodecilsulfato de sodio (L4509, Sigma-
Aldrich); taurocolato de sodio hidratado (T4009, Sigma-Aldrich). La identificacion
de los compuestos se confirmd usando el modo del cromatograma de iones

extraidos (EIC) y medicién de masas exactas.
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5. RESULTADOS

5.1. DETERMINACION DE MALTENOS Y ASFALTENOS

El contenido de aslfaltenos y maltenos en las muestras de crudo biodegradado fue
determinado por gravimetria. La cantidad de asfaltenos fue determinada mediante
la precipitacion en hidrocarburo lineal (n-pentano), a pesar de que la norma ASTM
D6560 indica el uso de n-heptano, como solvente de precipitacion. El n-pentano,
selectivamente podria favorecer la precipitacion de algunas resinas. Sin embargo,
para el propdsito de este trabajo de investigacion, los biomarcadores aromaticos
son igualmente extraidos tanto con n-pentano, como n-heptano. Los tiempos de

preparacion de muestra son menores cuando se usé n-pentano.

La obtencién de una fraccion completa de maltenos, se realiz6 con la extraccion
repetitiva en un equipo Soxhlet, usando n-pentano como solvente. En la Figura
27, se muestran los asfaltenos obtenidos en una de las muestras de crudo,
posterior a la extraccion Soxhlet. Los asfaltenos fueron obtenidos con
diclorometano como solvente, y los maltenos quedaron solubilizados en

n-pentano.

Figura 27. Obtencion de maltenos y asfaltenos con n-pentano y diclorometano,

respectivamente.

1. Primer lavado con n-pentano
- 2. Después de 3 ciclos
3. Fraccion de asfaltenos
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En la Tabla 8, se muestran los porcentajes de asfaltenos y maltenos determinados
con base en las normas ASTM D6560 y D2007. Entre las muestras de crudo
biodegradado procedentes de las tres cuencas Colombianas, se observa que la
muestra de crudo con el menor porcentaje de maltenos fue C-GTQ-22 (59.1 + 0.7),
seguida de la muestra identificada como C-R-357 (68.8 + 0.5). Aquellas con mayor
contenido de asfaltenos fueron: C-R-357 (23.7 £ 0.2), C-MSTB (21.3 = 0.4)
y C-Ch-170 (18.4 + 0.3). La biodegradacion afectd drasticamente a las muestras
procedentes de la cuenca Llanos Orientales, y en menor grado a los crudos
procedentes de la cuenca Magdalena Medio. La biodegradacion, implica una
menor concentracibn de biomarcadores saturados y arométicos. Por esto la
importancia de la determinacion de las fracciones saturadas, aromaticas y de

resinas, a partir de maltenos.

Tabla 8. Porcentajes (p/p) de maltenos y asfaltenos en muestras de crudo.

% (p/p), Xts % (P/P)normalizados Xzts

Muestra
Maltenos Asfaltenos Maltenos Asfaltenos
C-GQ-1 950+08 1.7+03 98.2+0.4 18+£04
C-GTQ-22 501+07 124+02 826x04 174+ 04
C-R-444 841+02 136+03 86.0+0.2 14.0+ 0.2
C-Ch-170 71.7+05 184+03 79.6x0.3 20.4+0.3
C-R-807 76.2+0.6 135+04 84.9+04 15.1+0.4
C-R-357 68.8+05 23.7+02 744%05 25.6+0.2
C-R-147 80.5+0.6 13.3+0.2 85805 14.2+0.3
C-Gl-1 89 +7 439+006 95304 4.7 +0.4
C-LI-107 92 +2 32+0.4 96.6 +0.4 34+04
C-MSTB 709+06 21.3+04 769x05 23.1+£0.2
n=2
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5.2. FRACCIONAMIENTO EN COLUMNA DE ELUCION

El fraccionamiento del crudo en columna de elucion, usualmente implica el uso de
grandes cantidades de solventes: n-hexano (ca. 60 mL); n-hexano:diclorometano
(ca. 40 mL), y metanol-diclorometano (1:1 V/V, ca. 40 mL). Algunos métodos de
reduccion de cantidades de solventes han sido reportados, el uso de n-pentano,
n-pentano-diclorometano (7:3 V/V), y diclorometano:metanol (95:5 V/V), para eluir
compuestos saturados, aromaticos, y resinas, respectivamente. Sin embargo,
pruebas preliminares basadas en la norma ASTM-D2007, se muestran en la
Figura 28, en las que se usaron columnas de elucion con gel de silice (ca. 15 g), y

diferentes cantidades de crudo.

Figura 28. Fracciones eluidas en el fraccionamiento de crudo en columna.

Saturados Aromaticos Resinas
n-hexano n-hexano:Acetato de etilo (20:1) Acetato de etilo

Fuente: [2].

El crudo de referencia, Campo C-GQ-1, proviene de la cuenca Valle Medio del
Magdalena. Las pruebas de fraccionamiento en columna se realizaron para
establecer la condicion de elucidon que permitiera obtener las fracciones (% p/p) de
saturados, aromaticos y de resinas, sin diferencia significativa respecto a los
valores historicos obtenidos en el ICP. En la Tabla 9, se muestran los porcentajes
de asfaltenos, y maltenos (saturados, aromaticos y resinas) para la muestra
fraccionada de crudo proveniente de Campo C-GQ-1.
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En el fraccionamiento en columna de los maltenos, se tomaron como porcentajes
de referencia, los obtenidos con el crudo proveniente de Campo C-GQ-1. Los
porcentajes de saturados observados en el fraccionamiento en columna con una
carga de columna de 500 mg de maltenos, indicaron que se estaban eluyendo
cantidades importantes de aromaticos, y se obtenia un resultado muy alto de
saturados.

Los porcentajes de saturados y aromaticos, obtenidos al usar cargas de columna
de 30 y 50 mg de maltenos, fueron semejantes en los experimentos A-E, excepto
C, que estad a una diferencia > 10% (A > 49+4). Sin embargo, los porcentajes
obtenidos de resinas en los experimentos A-D, fueron inferiores al valor esperado
(22 £ 2). La condicion de elucién E, permitié eluir completamente las resinas. Los
porcentajes de asfaltenos, fueron obtenidos luego de filtracion en papel franja azul
(4-10 pm) y lavar con n-pentano. En los experimentos A-E, los maltenos y
asfaltenos fueron obtenidos con extraccion Soxhlet, con n-pentano vy

diclorometano respectivamente.

La condicion que permitio obtener valores dentro del rango de referencia (datos
ICP) para los porcentajes de saturados, aromaticos y resinas, fue el uso de
diclorometano:metanol (1:1 v/v). Debido a la solubilidad de anillos poliaromaticos
condensados con algunos heteroatomos (N,S,0) en metanol y diclorometano, que
combina dos tipos de interacciones intermoleculares: puente de hidrogeno y
dipolos inducidos.
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Tabla 9. Estudio de los porcentajes de saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos
del crudo proveniente de Campo C-GQ-1, obtenidos con diferentes condiciones de

elucioén.

Condiciones A B C D E Ref.

Peso, mg
500 100 50 50 20 20

Fraccion

Saturados, % 55,5 488 445 53,7 509 49%2

Aromaticos, % 23,0 21,1 21,7 292 206 22+3

Resinas, % 8,5 28 2,7 87 204 22+2

Asfaltenos, % 0,8 1,0 0,8 0,7 0,7 0601

Elucion de resinas. A: acetato de etilo. B y C: diclorometano. D-E: diclorometano:
metanol (1:1 V/V). Ref. Tolueno: metanol (1:1 V/V).

El fraccionamiento en columna desarrollado en el laboratorio, implica el uso de
grandes cantidades de solventes: n-hexano, 60 mL; n-hexano:acetato de etilo
(20:1), 100 mL; y acetato de etilo, 70 mL. Otros métodos de fraccionamiento para
obtener saturados, aromaticos y resinas, se han hecho con n-pentano (4 mL),
n-pentano- diclorometano (7:3, 4 mL), y diclorometano:metanol (95:5, 4 mL)
respectivamente. En esta investigacion, se propuso el fraccionamiento en columna
pequefia asi: saturados (n-hexano, 4 mL); aromaticos (n-hexano:acetato de etilo
(20:1), 4 mL); resinas (1. diclorometano: metanol (1:1), 3 mL. 2. diclorometano,
3 mL). En la Figura 29, se muestran las etapas para el fraccionamiento de los

maltenos.
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Figura 29. Etapas del fraccionamiento de maltenos en columna pequena.

saturados —»

rr—

.

AN

Tabla 10. Comparacion de los porcentajes de saturados, aromaticos y resinas

obtenidos por cromatografia en columna de elucién pequeiia (B) y grande (A).

Columna A ColumnaB
Fraccion (SiO2, ca.15g), n=3 (SiO2, ca. 1 g), n=3
1 2 3 X S 1 2 3 X s
Saturados, % |48.049.250.2 49 1 |49.2 44.0 46.3 47 3
Aromaticos, %24.323.322.1 23 1 |23.3 22125424 2

Resinas, % 212222218 21.7 05

22.2 245 215 23 2

La comparacion de los datos, se realizo con base en el método de comparacion de

dos medias (Tabla 10). Para dos grados de libertad, se calculé el parametro

estadistico t-student, tn.1), 0.05 = 2.92. Los valores de t-student calculados para las

medias de los porcentajes de las fracciones saturadas, aromaticas y resinas

fueron 2.80, -0.46 y -1.27 respectivamente, y estan en el rango de = 2.92. Con los

valores calculados, se demuestra que no existe diferencia significativa al usar

cualquiera de los métodos de fraccionamiento de maltenos.
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5.2.1. Andlisis de fracciones por FT-IR. En la Figura 30, se muestran los
espectros infrarrojo (IR), tomados a la fraccibn saturada obtenida con el
fraccionamiento en columna grande (SiO,, ca. 15 g) y la fraccién saturada
obtenida con una columna que requiere 15 veces menos cantidad de SiO,. Las
bandas caracteristicas de tension del grupo metino (-CH), se observan en las
bandas de 2854, 2922 y 2954 cm™. La flexién correspondiente al grupo metileno
(1458 cm™), y en 1376 y 722 cm™, las bandas de flexién y balanceo del grupo

metilo respectivamente, confirmaron estructuras hidrocarbonadas saturadas.

Las bandas caracteristicas de compuestos aromaticos en la region (IR), aparecen
en la Figura 31. Entre estas, se aprecia la tensiéon del enlace =C-H (2958 cm™).
Las cuatro bandas en 810, 870, 1047 y 1237 cm™, corresponden a la vibracion del
anillo aromatico, y en 1602 y 1743 cm™, los sobretonos caracteristicos de anillos
aromaticos di- y tri-sustituidos. En la Figura 32, se muestra la comparacion de los
espectros IR para la fraccion de resinas, obtenida con diferentes cantidades de gel
de silice. En el espectro son caracteristicos los sobretonos de compuestos
aromaticos en 1566 y 1702 cm™, las bandas en la regién desde 800 hasta 1250

cm™, no son tan intensas como en la fraccién aromatica.

Figura 30. Comparacion de los espectros IR de la fraccion saturada de crudo

C-GQ-1 obtenida con columna grande (rosado) y columna pequefia (verde).

S AN

Balanceo —CH;,

Flexion —CH, |

. Flexion —CH;,
' Tensién -CH
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Figura 31. Comparacion de los espectros IR de la fraccion de aromaticos de crudo

C-GQ-1 obtenida con columna grande (verde) y columna pequefia (morado).
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Figura 32. Comparacion de los espectros IR de la fraccién de resinas de crudo

C-GQ-1 obtenida con columna grande (marrén) y columna pequefia (rosado).

SiTransmitance

o5

60t

CaBResinasiRy

14579

a0 Z00 2000 1800 1600 1400

Wavenumber

El fraccionamiento en columna de elucién del crudo, usualmente implica el uso de

grandes cantidades de solventes: n-hexano (ca. 60 mL); n-hexano:diclorometano
(ca. 40 mL), y metanol-diclorometano (1:1 V/V, ca. 40 mL). Algunos métodos de

reduccion de cantidades de solventes han sido reportados. El uso de n-pentano,
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n-pentano-diclorometano (7:3 V/V), y diclorometano:metanol (95:5 V/V), para eluir

compuestos saturados, aroméaticos, y resinas, respectivamente.

Las fracciones saturadas, aromaticas y de resinas, fueron obtenidas por
cromatografia de elucion en columnas pequefias (pipeta Pasteur). Los maltenos

fueron fraccionados con las condiciones mostradas en la Tabla 11.

Tabla 11. Solventes o0 mezclas de elucion para obtencion de fracciones saturadas,

aromaticas y polares a partir de maltenos.

B » Cantidad,
Fraccion Solvente o mezcla de elucion
mL
Saturados n-hexano 4 mL
Aromaéticos n-hexano:diclorometano (9:1 v/v) 4 mL
_ 1. Diclorometano 3 mL
Resinas )
2. Diclorometano: metanol (1:1 v/v) 3mL

La fraccion de saturados fue obtenida con n-hexano con un volumen de elucion
(4 mL). Sin embargo, el uso de n-pentano:diclorometano (7:3 v/v), requiere
condiciones mas controladas, para evitar su evaporacion en el proceso de
fraccionamiento. La mezcla n-hexano:diclorometano, fue usada en diferentes
proporciones. En la seccidon 5.5.1, se muestra el efecto de la mezcla de solventes
sobre la concentracion de biomarcadores aromaticos determinada, y la relacion en
volumen que permitié obtener los correspondientes biomarcadores, con resultados
similares a los obtenidos por el sistema de cromatografia liquida de presién media
(MPLC).

Los porcentajes de maltenos y asfaltenos, para las muestras provenientes de

C-Ch-170, C-R-444, C-GTQ-22 y C-GQ-1 (crudo de referencia), se muestran en la

Tabla 12. El crudo proveniente de Campo C-GQ-1 tiene el porcentaje mas alto de
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maltenos (95.0 £ 0.8), y asi mismo, el valor mas bajo en %(p/p) de asfaltenos.
Esto permite inferir que la gravedad API° del crudo de C-GQ-1, tendré el valor mas
alto comparado con los otros crudos. En su orden los crudos mas pesados, de
mayor a menor, seran: C-Ch-170, C-GTQ-22, C-R-444 y C-GQ-1. El crudo
proveniente de C-Ch-170, tendra la gravedad API° mas baja entre los crudos
analizados, un 184 + 0.3% de asfaltenos. C-R-444 y C-GTQ-22, tienen
porcentajes p/p de asfaltenos similares; sin embargo, la cantidad de maltenos es
mayor en la muestra de crudo proveniente de C-R-444. Luego el crudo C-GTQ-22
sera méas pesado que el crudo C-R-444. Respecto a los métodos de precipitacion
y obtencién de maltenos y asfaltenos, puede concluirse que tienen una precision
bastante alta, las desviacion estandar estuvieron entre 0.2-0.3 para asfaltenos, y

en el rango de 0.2-0.8 para los maltenos.

Tabla 12. Porcentajes (p/p) de las fracciones SARA (Saturados, arométicos,

resinas y asfaltenos) de muestras de crudo.

% (p/p), X £ s (N=2)

Muestra

Saturados Aromaticos Resinas Asfaltenos
C-GQ-1 490+ 2 25+1 24+ 3 19+04
C-GTQ-22 34.6+£0.2 231 24+ 1 18.0+0.2
C-R-444 48 +4 25+3 11+1 16.0+0.1
C-Ch-170 20.7+0.7 253+05 332 20.8+0.3
C-R-807 49.3+0.2 27+ 2 9.2+0.6 145+04
C-R-357 47.4+0.8 25+1 102 18+1
C-R-147 46.9+ 0.5 256+0.7 11.7+0.3 15.8+0.7
C-Gl-1 43.24 + 0.06 243+0.2 27.1+0.2 5.44 + 0.06
C-LI-107 44.1+04 247+06 27.8+0.1 3.30 £ 0.08
C-MSTB 22.3+04 194+05 30604 27.7+0.2
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De acuerdo con la Tabla 12, La cantidad de compuestos saturados y aroméaticos
es similar entre las muestras del crudo de referencia (C-GQ-1), y las muestras
procedentes de la misma cuenca VMM. Sin embargo, el efecto de la
biodegradacion se observa en la disminucion del porcentaje de compuestos
saturados: C-Ch-170 > C-MSTB > C-GQ-1, en orden descendiente sigue el orden
inverso de biodegradacion. La cantidad de resinas es mas alta en C-Ch-170, que
ostenta ser la muestra con el mayor nivel de biodegradacion, respecto a la
muestra de referencia no biodegradada: C-GQ-1. De ahi que el crudo de
C-Ch-170 sea denominado crudo pesado, y la concentracion de biomarcadores
saturados y aromaticos sea mas baja con respecto a las otras muestras.

El porcentaje de compuestos aromaticos en las muestras de crudo analizadas, es
semejante; se encuentra entre 24.3-25.3 porciento. Los porcentajes infieren que la
maduracion de la materia organica se encuentra o ha superado la ventana de
generacion, y existen condiciones (in-situ) en algunas muestras (eg. C-Ch-170)
gue propician el proceso de biodegradacién, debido a la disminucién de moléculas
(eg. saturadas) que son mas facilmente biodegradadas con respecto al aumento

de la aromaticidad en una estructura quimica.

5.3. ANALISIS WHOLE OIL

En el analisis de crudo total (whole oil), se comparardn la cantidad de parafinas de
diferente peso molecular, en algunas muestras de crudo. Los tiempos de retencion
de los hidrocarburos lineales se determinaron con el andlisis de una mezcla patrén
de n-parafinas (n-Cg-C40) mediante GC-FID (Figura 33). La mezcla de referencia

certificada contiene los isoprenoides pristano y fitano.
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Figura 33. Perfil cromatogréfico de hidrocarburos lineales Cg-Cy4o, cOn pristano y
fitano, obtenido por GC-FID columna DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm).
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En la Figura 34, se muestra el perfil cromatografico whole oil obtenido por
GC-FID, de la muestra de crudo proveniente de Campo C-GQ-1. Un perfil
abundante en parafinas de bajo peso molecular (Cg-Cy), Yy disminucién en
parafinas >C,, indica que el crudo tuvo aporte de materia organica
mayoritariamente de origen marino. El origen del crudo C-GQ-1 es semejante al
del crudo C-GTQ-22. Segun la Figura 35, la proporcién de parafinas de bajo peso
molecular es mas alta que la cantidad de hidrocarburos superiores (>Cy).
Sin embargo, entre los crudos C-GQ-1 y C-GTQ-22, la cantidad de hidrocarburos
es mas alta en C-GQ-1. Sin embargo, al comparar los perfiles cromatograficos
whole oil de las muestras de crudo C-Ch-170, C-R-444 y C-GTQ-22, se observa
gue muchas de las n-parafinas no hacen parte de los crudos, especificamente en
C-R-444 y C-Ch-170. Debido a esto, los porcentajes de compuestos saturados
determinados previamente, son coherentes con un efecto de biodegradacion sobre

crudos que tempranamente llegaron a la ventana de generacion, C-Ch-170,
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C-R-444 y C-GTQ-22 (Figura 35), en su orden iniciando por el crudo mas

biodegradado hasta el crudo con mayor cantidad de n-parafinas.

Figura 34. Perfil cromatografico whole oil de crudo proveniente de Campo C-GQ-1
obtenido por GC-FID, columna DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pum).
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Figura 35. Perfil cromatografico whole oil de muestras de crudo, verde: C-Ch-170,
rojo: C-R-444, azul: C-GTQ-22, obtenidos por GC-FID, columna DB-5 (30 m x 0.25
mm X 0.25 pm).
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El andlisis de biomarcadores aromaticos, requiere el andlisis de dos isoprenoides
importantes en el analisis geoquimico, a saber: pristano y fitano, que junto a
fenantreno y dibenzotiofeno, permiten establecer litofacies clasticas o
siliciclasticas, y los ambientes de depositacion de la roca fuente que dio origen al

crudo analizado.

5.4. FRACCION SATURADA

La relacion pristano/fitano ha sido utilizada como indicativo de las condiciones
oxido-reductoras que predominaron en el proceso de sedimentacion. Estos
isoprenoides, derivados de la cadena fitol de la clorofila, pueden sufrir procesos de
oxidacion o reduccion. Esto depende del potencial redox en el ambiente de
sedimentacion; en condiciones muy reductoras, predomina el isoprenoide fitano
(C1g); en condiciones menos reductoras puede ocurrir la oxidacion a &cido fitanico
y posterior descarboxilacion y formacion de pristano (C17). Consecuentemente, la
relacion pristano/fitano puede ser utilizada como indicadora de condiciones
oxido-reductoras del ambiente de sedimentacion. En las muestras estudiadas, las
relaciones pristano/fitano presentaron valores entre 1.5-1.6, lo que indica
predominio de pristano, y permite inferir un ambiente de sedimentacion

moderamente reductor.
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Figura 36. Cromatogramas obtenidos por GC-FID en columna apolar DB-5: [5%-
fenil-(metilpolisiloxano), (60 m x 0.25 mm x 0.25um)] de la fraccion saturada de
crudo tratada con diferentes adsorbentes. Azul: Patron de hidrocarburos. Rojo:

Tamiz molecular 5A. Verde: Zeolita Cubana. Magenta: ZSM-5.
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Figura 37. Cromatogramas obtenidos por GC-FID en columna apolar DB-5: [5%-
fenil-(metilpolisiloxano), (60 m x 0.25 mm x 0.25um)] de la fraccion saturada de
crudo tratada con diferentes adsorbentes. Azul: Patron de hidrocarburos. Rojo:

Tamiz molecular 5A. Verde: Zeolita Cubana. Magenta: ZSM-5.
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La concentracién de los biomarcadores saturados (pristano y fitano) en la fraccion
saturada, es posible mediante el uso de tamices moleculares. La zeolita natural
cubana contiene: Clinoptilolita (40%); mordenita (40%); calcita, cuarzo, feldespato
(20%). La composicion quimica de la zeolita natural cubana (eg. Tasajeras): SiO,
(68%); Al,O3 (11%); Fe,03 (3%); CaO (3%); Na,O (1%); KO (2%); MgO (1%) y
H,O (10%). El tamafio de los poros en la zeolita natural cubana esta en el rango
de 4-7 A. De acuerdo con las Figuras 36-37, se observa que la zeolita ZSM-5,
presentd la mayor adsorcion de hidrocarburos lineales, con respecto a los otros
materiales. En la Tabla 13, se muestran las variables y niveles para un disefio
factorial 2%, para aumentar la concentracién de pristano y fitano en la fracciéns

saturada.

Tabla 13. Variables y niveles para el disefio factorial 2* en el tratamiento de la

fraccion saturada del crudo con zeolita ZSM-5.

Niveles
Variables -1 00 1
Cantidad de zeolita (X1), g 05 125 2
Cantidad de gel de silice (X2),g 0 1 2
Tiempo de sorcion (X3), min 20 40 60

Volumen de ciclohexano (X4), mL 5 10 15

* El nivel 0, corresponde al centro de coordenadas del experimento para

determinar la estabilidad del experimento.

Los valores del observable en el experimento: Yex, = (£ Areas de HC lineales)™, se
muestran en la Tabla 14. La region de hidrocarburos desde Ci7 a Cyo Se consideré
para la sumatoria. El coeficiente de variacidbn para evaluar la estabilidad del

experimento fue de 3.1 %. El experimento 20 aporté mas informacion al modelo.
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Tabla 14. Matriz de experimentos para el disefio factorial 2* en el tratamiento de la

fraccion saturada del crudo con zeolita ZSM-5.

No. Exp. X1 X2 X3 X4 Yexp.
1 -1 -1 -1 -1 43.30804
2 -1 -1 -1 1 42.47865
3 -1 -1 1 -1 52.25832
4 -1 -1 1 1 40.56311
5 -1 1 -1 -1 33.41702
6 -1 1 -1 1 30.49885
7 -1 1 1 -1 31.44589
8 -1 1 1 1 62.85557
9 1 -1 -1 -1 9.52795
10 1 -1 -1 1 16.65768
11 1 -1 1 -1 5.10485
12 1 -1 1 1 2974
13 1 1 -1 -1 11.56164
14 1 1 -1 1 15.95275
15 1 1 1 -1 13.54698
16 1 1 1 1 21.8918
17 0 0 0 0 16.85269
18 0 0 0 0 17.49822
19 0 0 0 0 17.94458
20 15 15 -1 2 14.66375

X1: cantidad de zeolita. X2: cantidad de gel de silice. X3: tiempo de sorcion. X4:

volumen de ciclohexano.
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El modelo obtenido para el disefio experimental 2* en el tratamiento con zeolita

ZSM-5 de la fraccion saturada:

Y =0.0816875 + 0.056582*x1 - 0.0343003*x2 + 0.0287488*x3 - 0.0368006*x1*x2
+ 0.0309795*x1*x3 - 0.0343344*x2*x3 - 0.0328144*x1*x2*X3

El modelo obtenido tiene coeficientes de correlacion R% 0.9794. - R? ajustada:
0.9588, que indican que los valores que pueda predecir el modelo en la zona de

exploracion del experimento tienen un ajuste mayor que 0.95.

Las mejores condiciones para la remocion de hidrocarburos lineales con zeolita
ZSM-5 de la fraccidén saturada fueron: cantidad de zeolita, X1: 2.3 g, cantidad de
gel de silice, X2: 0.2 g, tiempo de sorcion, X3: 55 min, y el volumen de elucion

(ciclohexano) puede ser cualquiera comprendido en el rango de 5 — 15 mL.

Las zeolitas para separar los hidrocarburos ramificados y ciclicos de la fraccion
saturada son la Faujasita, ZSM-5, mordenita y linde tipo A. La zeolita ZSM-5
permite retener hidrocarburos lineales inclusive mayores de Cy y en tiempos mas

cortos.

Los hidrocarburos lineales fueron retenidos por la zeolita ZSM-5. La disminucién
de las sefiales de hidrocarburos se muestra en el cromatograma de la Figuras 38.
Se muestra la disminucién de los picos cromatograficos de los hidrocarburos
lineales en mas de un 90 %. Los compuestos ciclicos y ramificados permanecieron
en la fraccion. Este tamizaje de compuestos resultd util en el analisis GC-QqQ-MS

para la busqueda de biomarcadores: pristano y fitano.
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Figura 38. Cromatograma obtenido por GC-FID en columna apolar (60m x

0.25mm

x 0.25um) para el crudo A. 1. Fraccion saturada. 2. Fraccion saturada con

tratamiento zeolita ZSM-5. 3. Patréon de hidrocarburos.
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Figura 39. Cromatogramas obtenidos por GC-FID en columna apolar DB-5: [5%-

fenil-(metilpolisiloxano), (60 m x 0.25 mm x 0.25um)] de la fraccion saturada de

crudo. 1

. Blanco de procedimiento. 2. Sin tratamiento con zeolita ZSM-5. 3. Con

tratamiento con zeolita ZSM-5. P: Pristano, F: Fitano.

=1 1
=]
o]
E
o]
el L N
3'3' 0 -] L.} 100 1.5 il
st ] N © 2
"3 Qo
w
] P
o] F
104
) @ @ & i 25
1 3
o]
o P
0]
L F
04 1 | .
) ) e e © 0

103



Las mejores condiciones para la remocion de hidrocarburos lineales con zeolita
ZSM-5 de la fraccion saturada fueron, cantidad de zeolita, X1:2.3 g, cantidad de
gel de silice, X2: 0.2 g, tiempo de sorcion, X3: 55 min, y el volumen de elucién
(ciclohexano) puede ser cualquiera comprendido en el rango de 5 — 15 mL. Las
condiciones encontradas aplican para tratar la fraccidbn saturada con zeolita
ZSM-5. El hidrocarburo lineal C,7, se encontrd en la fraccion saturada tratada con
las mejores condiciones para remover hidrocarburos lineales con zeolita ZSM-5;
no se logréo la remocion total. Sin embargo, se minimizé la cantidad de

hidrocarburos lineales a alrededor del 99.9% de remocién (Figura 39).

Figura 40. Cromatograma obtenido por GC-FID en columna apolar (60m x
0.25mm x 0.25um) de la fraccion saturada del crudo con tratamiento de zeolita

ZSM-5. Evaluacion de la repetibilidad del tratamiento con zeolita, C-GI-1 (A,B y C).
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Figura 41. Cromatograma obtenido por GC-FID en columna apolar (60m x
0.25mm x 0.25um) de la fraccion aromatica del crudo. Evaluacion de la
repetiblidad con el crudo C-GI-1 (A,By C).
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En el tratamiento al crudo con zeolita ZSM-5, antes del fraccionamiento en
columna, el crudo (1 g) se disolvié en ciclohexano (1 mL), la solucién obtenida fue
adicionada sobre una cantidad de zeolita ZSM-5 activada (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5y 3 g),
seguido de ultrasonido (15 min). El tiempo de sorcion fue de 60 min.
Posteriormente, se adicioné gel de silice (ca. 2 g). Se utiliz6 una columna de
elucion (1 cm d.i.) que contenia gel de silice activada (25 cm de altura), empacada
con n-hexano. A la columna se adicioné la mezcla proveniente del paso de sorcion
y dispersion en gel de silice. Posteriormente, se eluyd la fraccion saturada con

n-hexano (60 mL).
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Figura 42. Comportamiento del area cromatogréafica de hidrocarburos lineales,
segun el tratamiento del crudo con diferentes cantidades de zeolita ZSM-5

(0 - 3 g), y posterior fraccionamiento en columna.
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Hidrocarburo lineal

En la Figura 42, se muestra el comportamiento de la adsorcién de hidrocarburos
lineales del crudo directamente sobre la zeolita ZSM-5. Se puede apreciar que al
aumentar la cantidad de zeolita ZSM-5 desde 0.5 a 2 g, la cantidad de
hidrocarburos lineales disminuye, y la eficiencia de adsorcion se vuelve casi
constante de 2 a 3 g de zeolita ZSM-5. Sin embargo, no se logra disminuir la
totalidad de hidrocarburos lineales, con la misma eficiencia de remocién que se

obtuvo en el tratamiento de la fraccion saturada con zeolita ZSM-5.

Los compuestos organicos del crudo que pertenecen a las fracciones aromaticas,
resinas y asfaltenos, tienen algunos sustituyentes alquilo lineales. Estos extremos
pueden introducirse en las secciones tubulares longitudinales de la zeolita ZSM-5,
y saturarla, evitando que hidrocarburos lineales de bajo peso molecular sean

aquellos que ocupen los espacios dentro de la zeolita.
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El comportamiento de la adsorcion de hidrocarburos sobre la zeolita ZSM-5
cambia la tendencia para hidrocarburos desde C;; hasta Cs,. Con 2.5y 3 g de
zeolita, la cantidad de hidrocarburos lineales retenida en la zeolita ZSM-5

disminuye, comparada con el experimento de 2 g de zeolita.

En la preparacion de las columnas de elucion para tratar el crudo con zeolita
ZSM-5 (previo al fraccionamiento), al aumentar la cantidad de zeolita desde 0.5 a
1.5 g se observé la disminucién de la cantidad de hidrocarburos lineales desde Cg
hasta C4o. Sin embargo desde Ci; hasta Cs, la adsorcidn de hidrocarburos lineales
usando 2 y 2.5 g de zeolita ZSM-5 decrecié respectivamente. Una explicacion,
radica en que el tiempo que se requiere para la elucion en columna de los
hidrocarburos no retenidos en la zeolita, aumenta con la cantidad de zeolita, por
ejemplo, 72 h para la elucion de la fraccidon saturada obtenida del crudo tratado
previamente con zeolita ZSM-5 (2.5 g). De hecho, la tendencia para la adsorcion
de hidrocarburos lineales sobre la zeolita ZSM-5, es decreciente desde Cy; hasta

Cs2, con el aumento de la cantidad de zeolita: 2, 2.5y 3 g.

5.5. ANALISIS DE BIOMARCADORES AROMATICOS EN CRUDO

La selectividad en el proceso de fraccionamiento de crudo en columna de elucién,
se determind con base en las relaciones moleculares calculadas con
biomarcadores aromaticos. Con base en los espectros de masas de las familias de
biomarcadores, a saber: metilnaftalenos, benzohopanos, fenantrenos,
benzotiofenos, esteranos monoaromaticos y triaromaticos, fueron propuestas una
serie de transiciones entre ion molecular - ion fragmento e ion fragmento-ion
fragmento, con diferentes energias de camara de colisiones activadas, que
permitieran determinar biomarcadores aromaticos en muestras de crudo

biodegradadas, y posteriormente cuantificar con el uso de estandares deuterados.
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5.6. ANALISIS DE BIOMARCADORES AROMATICOS POR GC-MS/SIM

Los iones con relacibn m/z mostrados en la Tabla 7 (Seccién 4.7.1), fueron
usados para el andlisis de biomarcadores aromaticos en la fraccion
correspondiente. Los perfiles de corrientes idnicas extraidas para cada familia de
biomarcadores aromética se muestran en el ANEXO 2. Las corrientes idnicas son
semejantes a los perfiles obtenidos en el método estandarizado por el ICP. Sin
embargo, los esteranos monoaromaticos, no fueron detectados con la condicién
de elucion: saturados (60 mL n-hexano), aromaticos (100 mL n-hexano:acetato de

etilo 20:1 v/v), como se muestra en la Figura 43.
Figura 43. Corriente idnica extraida (m/z 253) obtenida por GC-MS en modo SIM

de la fraccidbn aromatica de crudo, muestra C-GQ-1, columna DB-5MS (60 m x
0.25 mm x 0.25 pm), MSD (ElI, 70 eV).
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El crudo C-GQ-1 (referencia), fue utilizado para establecer perfiles caracteristicos
de todas las familias de biomarcadores aromaticos. La eluciéon de biomarcadores

aromaticos fue probada con diferentes mezclas de elucion, y mediante analisis
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GC-QqQ-MS de las fracciones. En el ANEXO 3, se muestran las corrientes idnicas
extraidas para las familias de biomarcadores aromaticos en una de las muestras

de crudo con mayor nivel de biodegradaciéon: C-MSTB.

La condicion n-hexano-diclorometano (9:1 v/v), para la elucién de biomarcadores
aromaticos, permitié la obtencion de esteranos monoaromaticos (m/z 253). En la
Tabla 15, se muestra la comparacion de las relaciones moleculares para
biomarcadores aromaticos determinadas en el ICP con el método estandarizado
de fraccionamiento con cromatografia liquida de presion media (MPLC), con
respecto a la condicion de fraccionamiento de crudo desarrollada en este
proyecto. Los valores adimensionales calculados para cada una de las
metodologias de fraccionamiento son semejantes, es decir, la condiciébn de

fraccionamiento en columna pequefia requiri6 menor cantidad de solventes.

Tabla 15. Comparacion entre los parametros obtenidos para los biomarcadores

aromaticos obtenidos mediante GC-MS/SIM.

MPLC Fraccionamiento en
Parametro GC-MS/SIM columna, GC-QqQ-MS
(ICP) (MRM)
(C20+C21)/S TAS 0,37 0,41
TAS #1 20/20+27 0,62 0,66
TAS #2 21/21+28 0,63 0,69
%26 TAS 25,15 28,28
%27 TAS 36,50 34,71
%28 TAS 38,34 37,01
C28/C26 20S TAS 1,63 1,41
C28/C27 20R TAS 1,05 1,07
Dia/Regular C27
MAS 1,22 1,31
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%27 MAS 40,15 40,20

%28 MAS 39,99 40,33
%29 MAS 19,86 19,47
(C21+C22)/S MAS 0,73 0,70
TAS/(MAS+TAS) 0,79 0,79
TA28/(TA28+MA29) 0,17 0,21
indice dinosteroide 0,47 0,45
C4/C3+C4 Mester 0,73 0,66
MPI-1 0,77 0,71
Rc(a) if Ro< 1.3

(Ro%) 0,83 0,80
Rc(b) if Ro> 1.3

(Ro%) 1,84 1,87
MPI-2 0,85 0,80
DNR-1 3,72 4,44
DNR-2 2,53 2,90
TNR1 1,16 1,11
TDE-1 3,66 4,06
TDE-2 0,48 0,44
MDR 2,75 3,00
Rm (Ro%) 0,74 0,75
MDR23 1,09 0,96
MDR1 0,71 0,68
DBT/Fenantreno 0,63 0,67
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5.7. ANALISIS DE BIOMARCADORES AROMATICOS POR GC-QqQ-MS

5.7.1. Método DFT para prediccion de orden de elucidn

Figura 44. Estructura quimica de estandares de referencia certificados de

esteranos monoaromaticos y triaromaticos.

H Cyx (R) HCy9 (S)

Con el programa de célculo Gaussian 09 y método de teoria de funcional de carga
(DFT), se realizo el calculo del momento dipolar de los materiales de referencia
certificados de biomarcadores aromaticos mostrados en las Figura 44. La corrida
por GC-MS en modo de adquisicion full scan, permiti6 determinar el orden de
elucién de los diferentes esteranos, segun se muestra en la Figura 45. Sin

embargo, en el caso de los esteranos monoaromaticos dsCy; y Cyg, Se obtuvieron
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dos picos cromatogréficos, que corresponden a los esterecisémeros R y S; pero
no hay certeza acerca del orden de elucion.

Figura 45. Perfil cromatografico obtenido para la superposicidon de corrientes

iGnicas totales obtenidas por GC-QgQ-MS (modo full scan) de esteranos

aromaticos de referencia.
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El calculo de propiedades fisicas o quimicas de las moléculas puede ser
disminuido por el uso de métodos semi-empiricos, que en menor tiempo optimizan
la geometria de una estructura quimica. Las estructuras quimicas de los esteranos
mono- y triaromaticos de estandares de referencia, fueron pre-optimizadas con el
método semi-empirico MP6. Posteriormente, con las coordenadas X,Y,Z de las
estructuras pre-optimizadas, y usando el método computacional basado en la
teoria del funcional de carga (DFT), con el funcional hibrido B3LYP, en estado
basal con orbitales virtuales restringidos y un set de bases 6-31G(d,p), se
obtuvieron los momentos dipolares para cada uno de los estereoisémeros. En la

Tabla 16, se muestran los valores predichos con el método computacional DFT.
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Tabla 16. Momentos dipolares calculados con el método computacional DFT para

esteranos mono- y triaromaticos.

H,

Compuesto
Debye

dzC,; (R) esterano monoaromatico 0.4661

dsC»1 (S) esterano monoaroméatico  0.4596

d>Cy (R) esterano triaromatico 0.6612

d>Cy (S) esterano triaromatico 0.6611

Cy9 (R) esterano monoaromatico 0.5454

C29 (S) esterano monoaromatico 0.4745

Figura 46. Perfil cromatografico obtenido para la superposicion de corrientes
iGnicas totales obtenidas por GC-QgQ-MS (modo full scan) de esteranos

aromaticos de referencia y momento dipolar calculado con el método DFT.
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En la Figura 46, se muestra la correlacion que existe entre el tiempo de retencién

para los isbmeros S y R con el momento dipolar calculado (método computacional)
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para cada uno de los esteranos. La columna cromatogréfica utilizada en el analisis
de los estandares, contiene 5 por ciento de divinilbenceno (DVB). El isémero que
tendra mayor retencion en la columna cromatografica, sera aquel con el valor mas
alto de momento dipolar calculado. En los esteranos monoaromaticos, se encontro
que los isbmeros S presentaron valores mas bajos de momento dipolar con
respecto a los isébmeros R, en cada caso, que infiere un orden de elucion en la
columna cromatografica (DB5-MS). Sin embargo, los valores de momento dipolar
determinados con los métodos computacionales (DFT) para el esterano
triaromatico d,Cy, R (0.6612) y S (0.6611), mostraron diferencia en la ultima cifra
(diez milésima). De ahi que en el perfil cromatografico (Figura 46) se observe un

solo pico cromatografico para el esterano triaromatico d,Cyo.

5.8. DETERMINACION DE TRANSICIONES MRM PARA EL ANALISIS DE
BIOMARCADORES AROMATICOS

5.8.1. Transiciones MRM. Los esteranos monoaromaticos, seguidos de los
benzohopanos, guardan estrecha relaciobn estructural con biomarcadores
saturados. La cantidad de crudo o el volumen de elucion fueron determinantes en
la concentracion de esteranos monoaromaticos determinada en cada condicion de
elucién. En las Figuras 47 y 48, se muestra la comparacién de los perfiles de
esteranos monoaromaticos obtenidos mediante columna (ca. 15 g gel de silice)
eluidos con n-hexano: acetato de etilo 20:1 v/v (100 mL) partiendo de 500 mg de
crudo, y esteranos monoaromaticos obtenidos en columna de elucion (ca. 0.6 g
gel de silice) eluidos con n-hexano:acetato de etilo 20:1 v/v (4 mL) partiendo
de 30 mg de crudo. Se observan algunas sefiales que no son caracteristicas del
perfil tipico de esteranos monoaromaticos, es decir, la condicion de elucién de la
fraccibn saturada (previa a aromaticos) los eluye o la mezcla de solventes

y volumen son insuficientes.
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Figura 47. Fragmentogramas de masas (MRM) M"—F" de esteranos
monoaromaticos de la fraccion aromética de crudo proveniente de campo C-GQ-1
(El, 70 eV), obtenida mediante fraccionamiento de 500 mg de crudo y elucién con

n-hexano:acetato de etilo 20:1 v/v (100 mL).
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Las proporciones de la mezcla de elucion (n-hexano:acetato de etilo) de
biomarcadores aroméaticos fueron utilizadas para la busqueda de una condicion
que permitiera la obtencion de todos los productos de degradacion de materia
organica en su proceso de diagénesis y catagénesis: especificamente, esteranos
monoaromaticos. En las Figuras 49-50, se muestran los perfiles cromatograficos
de esteranos monoaromaticos para las condiciones de elucidon n-hexano:acetato
de etilo en relaciones 100:5 y 100:6 v/v, las fracciones obtenidas con relaciones
100:7, 100:8, 100:9 y 100:10, aumentaron la coloracion, indicando mayor
presencia de compuestos de alto peso molecular (eg. resinas) que contaminan el
sistema cromatografico. De acuerdo con los perfiles de esteranos monoaromaticos
eluidos con proporciones 100:5 y 100:6 v/v de n-hexano:acetato de etilo, los

esteranos monoaromaticos retenidos en la gel de silice, eluyeron con la fraccion
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saturada. Asi, la elucion de saturados debe ser controlada, y la elucion de
biomarcadores aromaticos con una mezcla de solventes y cantidad adecuada, que
permita la obtencidon de los compuestos de interés, sin contaminacién por la

siguiente fraccion: resinas.

Figura 48. Fragmentogramas de masas (MRM) M"—F" de esteranos
monoaromaticos de la fraccion aromética de crudo proveniente de campo C-GQ-1
(El, 70 eV), obtenida mediante fraccionamiento de 30 mg de crudo y elucion con

n-hexano:acetato de etilo 20:1 v/v (4 mL).
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a 49. Fragmentogramas de masas (MRM) M"—>F" de esteranos

aromaticos de la fraccién aromatica de crudo proveniente de campo C-GQ-1

(El, 70 eV), obtenida mediante fraccionamiento de 30 mg de crudo y elucion con

n-hexano:acetato de etilo 100:5 v/v (4 mL). 1. Cy. 2. Cyg. 3. Cy7.
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a 50. Fragmentogramas de masas (MRM) M"—>F" de esteranos
aromaticos de la fracciébn aromatica de crudo proveniente de campo C-GQ-1
0 eV), obtenida mediante fraccionamiento de 30 mg de crudo y elucién con
ano:acetato de etilo 100:6 v/v (4 mL). 1. Cy. 2. Cyg. 3. Cy7.
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La mezcla n-hexano:diclorometano fue usada para obtener una fraccion aromatica
que incluyera los esteranos monoaromaticos. Se probaron diferentes proporciones
(9:1, 8:2, 7:3 y 6:4 vlv); las fracciones obtenidas en su orden, aumentaron la
coloracién. En el sistema cromatografico fue inyectada la fraccién obtenida con la
proporcion 9:1. En la Figura 51, se muestran los perfiles obtenidos para los

principales esteranos monoaromaticos.

Figura 51. Fragmentograma de masas de esteranos monoaromaticos (m/z 253)
de la fraccibn aromética de crudo proveniente de campo C-GQ-1 (El, 70 eV),
obtenida mediante fraccionamiento de 30 mg de crudo y elucibn con
n-hexano:diclorometano 9:1 viv (3, 4, 5y 6 mL). 1. MA21 2. MA22. 3. MAB27S. 4.
MAD27S. 5. MADB27R. 6. MAA27S. 7. MADB28S. 8. MADB28R. 9. MAA29S. 10.
MADB29R.11. MAA29R.
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El andlisis por espectrometria de masas en modo de adquisicion MRM, permitié
establecer gue la condicion n-hexano:diclorometano 9:1 v/v con un volumen entre
4y 6 mL, eluye los esteranos monoaromaticos. Sin embargo, es dificil distinguir
los esteranos con las transiciones especificas en funcién del nimero de atomos de

carbono. Por ende, el estudio se enfocé en una transicion (MRM) que permitiera
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aumentar la relacion sefal-ruido, mediante el estudio de transiciones con

esteranos monoaromaticos y triaromaticos deuterados.

En el andlisis de metilbenzotiofenos, se propuso una transicion M*— F*
(198—183), correspondiente a la pérdida del radical metilo (CH3¢), que se muestra
en la Figura 52, en el perfil se observan varias sefiales, en que dificiimente se
puede distinguir a los metilbenzotiofenos. Sin embargo, la pérdida del radical HSe
(33 unidades), en algunas moléculas ha sido descrita, con la transicion M*— F*
(198—165); la especificidad de la transicion es alta. Se obtuvieron tres picos
cromatograficos completamente resueltos, que corresponden en su orden a:
DBT4M (4-metildibenzotiofeno), DBT23M (2+3)-metildibenzotiofenos y DBT1M (1-

metildibenzotiofeno).

Figura 52. Fragmentograma de masas (MRM) de benzotiofenos de la fraccién
aromatica de crudo proveniente de campo C-GQ-1 (El, 70 eV), obtenida mediante
fraccionamiento de ca. 30 mg de crudo y elucion con n-hexano:acetato de etilo
20:1 v/v (4 mL). 1. DBT4M. 2. DBT23M. 3. DBT1M.
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Figura 53. Fragmentograma de masas (MRM) de metilfenantrenos de la fraccion
aromatica de crudo proveniente de campo C-GQ-1 (El, 70 eV), obtenida mediante
fraccionamiento de ca. 30 mg de crudo y elucién con n-hexano:acetato de etilo
20:1 viv (4 mL). 1. 3-Metilfenantreno. 2. 2-Metilfenantreno. 3. 9-Metilfenantreno. 4.

1-Metilfenantreno.
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En la Figura 53, se muestra la corriente idnica obtenida para metilfenantrenos,
con dos transiciones diferentes. La transicion M*— F* (192—165), muestra mayor
abundancia para los picos cromatograficos, debido a su intensidad en el espectro
de masas de los metilfenantrenos. Sin embargo, el andlisis con la transicion
M"— F" (192—177), que corresponde a pérdida de radical metilo (CHsz), es de
menor intensidad comparada con la transicion con pérdida de un fragmento de 27
unidades a partir del ion molecular. Por consiguiente, con la transicion M™— F*
(192—165), es posible la deteccibon de concentraciones mas bajas

de metilfenantrenos en muestras de crudo biodegradado.

En el andlisis de la fraccion aromatica, se realizo el analisis de los materiales de
referencia certificados de los compuestos mostrados en la Tabla 17, de Chiron
AS. Los compuestos Cy; y Cyo, poseen 3 y 2 atomos de deuterio en su estructura

molecular, respectivamente. En modo de adquisicibn MRM existen transiciones
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especificas para las masas moleculares de estos compuestos, y no coinciden con
los biomarcadores aromaticos del crudo. Por lo tanto, se usaron para establecer
las condiciones de analisis por GC-QgQ-MS (MRM) y estimar la concentracién de

los biomarcadores aromaticos en las muestras de crudo.

Tabla 17. Material de referencia certificado para andlisis de biomarcadores
aromaticos por GC-QqQ-MS.

Referencia Compuesto Pureza, % Lote
dsC,1 Esterano monoaromético

0983.21-10-10 87 1378
(5a(H)/5B(H))

0984.20-10-10  d,C,o Esterano triaromatico >08.5 1379
C,9 Esterano monoaromético (C) 52.6y22.5

0860.29-100-10 465

(5B(H)/L0B(CH3)/5a(H)/10a(CH3)) ()

*Corresponde a la mezcla de los respectivos isomeros.

En la determinacion de la transicion para el modo MRM, fue necesario el estudio
de los estandares aromaticos en modo de adquisicion full scan y SIM. En la
Figura 54, se muestra el perfil cromatografico obtenido en modo full scan por
GC-MS. El analisis de los respectivos espectros de masas, permite sugerir
algunos iones para el andlisis por el modo de adquisiciébn SIM. Los espectros de
masas se observan en las Figuras 55-56.
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Figura 54. Corriente idnica total (TIC) de estandares de aroméaticos obtenida por

GC-MS, modo de adquisicion: full scan, rango de masas: 50-550.
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Figura 55. Espectros de masas obtenidos por GC-MS, modo de adquisicion: full
scan, rango de masas: 50-550, C,y Esterano monoaromatico (C)
(5B(H)/10B(CH3)/5a(H)/10a(CH3)).
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Figura 56. Espectros de masas obtenidos por GC-MS, modo de adquisicion: full

scan, rango de masas: 50-550. d,C,o Esterano triaromatico.
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Figura 57. Espectros de masas obtenidos por GC-MS, modo de adquisicion: full

scan, rango de masas: 50-550 d3;C,; Esterano monoaromatico (5a(H)/5B(H)).
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La sensibilidad aumentd en el analisis de los patrones de referencia certificados
utilizando el modo de adquisicion SIM. Los perfiles cromatograficos, para el
estandar C29 (C) y los respectivos compuestos deuterados se muestran en las
Figuras 58-60. El listado de iones utilizados para el modo SIM, fue extraido del
espectro de masas obtenido a 70 eV, de cada uno de los patrones de referencia

certificados, como se muestra en la Tabla 18.
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Tabla 18. lones usados en el analisis de MRC de aromaticos en el modo de

adquisicion SIM.

Compuesto

lones SIM, m/z

dsC,; Esterano monoaromatico (5a(H)/5B(H))

129, 143, 155, 200, 256, 285

d>C»o Esterano triaromatico

109, 152, 204, 217, 247, 233, 262

C,9 Esterano monoaromatico (C)
(5B(H)/10B(CH3)/5a(H)/10a(CH3))

128, 143, 181, 209, 238, 253

Figura 58. Comparacion de los perfiles cromatogréficos obtenidos por GC-MS en

los modos de adquisicion full scan y SIM, para C,9 esterano monoaromatico (C)

(5B(H)/10B(CH3)/5a(H)/10a(CH3)).
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Figura 59. Comparacion de los perfiles cromatograficos obtenidos por GC-MS en

los modos de adquisicion full scan y SIM, para d,C, esterano triaromético.
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Figura 60. Comparacion de los perfiles cromatograficos obtenidos por GC-MS en
los modos de adquisicion full scan y SIM, para d;C,; Esterano monoaromatico
(5a(H)/5B(H)).
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Figura 61. Corrientes ionicas extraidas con diferentes m/z para el compuesto de
referencia C,9 Esterano monoaromatico (C) (5B(H)/10B(CHz)/5a(H)/10a(CHj3)) (El,
70 eV).
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En las Figuras 61-63, se muestra la abundancia de pico cromatografico para cada
uno de los materiales de referencia certificados, segun el ion seleccionado. Con
las relaciones m/z 253, 233 y 256, se obtiene la mayor area para los compuestos,
Cy9 esterano monoaromatico (C) (5B(H)/10B(CH3)/5a(H)/10a(CH3)), d»Cxy
esterano triaromatico y d3C,; esterano monoaromatico (5a(H)/5B(H)),

respectivamente. Cada uno de los iones seleccionados en el modo SIM,
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corresponde al ion pico de base en el espectro de masas de cada sustancia de

referencia.

Figura 62. Corrientes ionicas extraidas con diferentes m/z para el compuesto de

referencia d,C,o Esterano triaromatico (El, 70 eV).
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Figura 63. Corrientes ionicas extraidas con diferentes m/z para el compuesto de
referencia d3C,; Esterano monoaromatico (5a(H)/5p(H)) (El, 70 eV).

x106 |+E1 SIM

749 75 751752 75.3 75.4 75.5 75.6 75.7 75.8 75.9 76 76.1 76.2 76.3 76.4 765 76.6 76.7 76.8 769 77 77.171.2 77.3 77.4 77.5 77.6 77.71 778 77.9 78 78.1 78.2 783 6.4 78.5 76.6 78.7 76.8 789 79 79.1 79.2 79.3 79.4 79.5 79.6 79.7 79.8 79.9 80 80.1 80.2 80.3
Counts vs. Acqu

La seleccion de las transiciones para los materiales de referencia de aromaticos,
se realizd con base en la abundancia de los picos cromatograficos obtenidos por
GC-MS/SIM, las transiciones propuestas para el analisis por el modo de

adquisicion MRM se muestran en el Tabla 19.
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Tabla 19. Transiciones y energias de camara de colisiones activadas para el

andlisis de estdndares aromaticos en el modo de adquisicion MRM.

lon lon
Compuesto precursor, producto, Energia, eV
m/z m/z
dsC,1 Esterano monoaromaético
285 256
(5a(H)/5B(H))
d»C,o Esterano triaromético 262 233 5,10,25y 40
C,9 Esterano monoaromético (C)
253

(5B(H)/10B(CH3)/5a(H)/10a(CH3))

Figura 64. Fragmentogramas de masas (MRM, 394—253) obtenidos para varias

energias de la camara de colisiones por GC-QQqQ para el compuesto de referencia

C,g esterano monoaromatico (C) (5p(H)/10B(CH3)/5a(H)/10a(CH3)) (El, 70 eV).
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En las Figuras 64-66, se muestra el comportamiento de cada una de las

transiciones probadas en el modo de adquisicion MRM, a diferentes energias de la

camara de colisiones activadas. En la Tabla 20, se muestra la energia con que se

obtuvo la mayor area de pico cromatogréafico. En general, los esteranos obtenidos

en la fraccion saturada pueden ser analizados con una energia en la camara de

colisiones activadas de 5 eV. Los esteranos con el anillo C aromatico, presentan

un comportamiento similar, con 5 eV. Se obtuvo la mejor respuesta para ds;Co,; y
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C,9 Esterano monoaromatico (C). Sin embargo, la estabilidad conferida por tres
anillos arématicos condensados, requiere 10 eV, para generar la interrupcion de la
aromaticidad y romper el anillo que permita obtener el fragmento m/z 233, de la

molécula d>Csy.

Figura 65. Fragmentogramas de masas (MRM, 262—233) obtenidos para varias
energias de la camara de colisiones por GC-QQqQ para el compuesto de referencia

d,C, esterano triaromatico (El, 70 eV).

x105 |+EI MRM CID@5.0 (262.0000 -> 233.0000) d2C20triarom
2

10ppmMRM.D

19
18
17
16
15
14
13
12
11

09
08
07
06

04
03
02
01

856 8565 857 8575 858 8585 859 8595 86 86.05 86.1 86.15 862 86.25 863 86.35 864 86.45 865 8655
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 66. Fragmentogramas de masas (MRM, 285—256) obtenido para varias
energias de la camara de colisiones por GC-QqQ para el compuesto de referencia
dsC,; esterano monoaromatico (5a(H)/5B(H)) (El, 70 eV).
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Tabla 20. Energia de camara de colisiones activadas para el andlisis de
estandares aromaticos por GC-QqQ-MS en modo de adquisicion MRM.

lon lon
Compuesto Energia, eV
precursor producto
dsC»1 Esterano monoaromatico
285 256 5
(Sa(H)/5B(H))
d»C,o Esterano triaromatico 262 233 10
C,9 Esterano monoaromatico (C)
394 253 5

(5B(H)/10B(CH3)/5a(H)/10a(CH3))

Se realiz6 un estudio entre las posibles transiciones del ion precursor y un ion
fragmento. Adicionalmente, se monitorearon las transiciones entre otros
fragmentos y sus respectivos productos de fragmentacion, usando una energia de
camara de colisiones activadas de 10 eV. La seleccién de las transiciones para los
materiales de referencia de aromaticos, se realizO con base en la abundancia
(area) de los picos cromatograficos obtenidos por GC-MS (modo MRM), para las

transiciones propuestas.

Figura 67. Areas cromatogréaficas de esterano C,9 monoaromatico determinadas

por GC-QgQ-MS (modo MRM) con transiciones entre M"—F"y F'>F".
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Figura 68. Areas cromatograficas de d,Cyo esterano triaromatico determinadas por
GC-QqQ-MS (modo MRM) con transiciones entre M*—F"y F'>F".
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Figura 69. Areas cromatogréficas de dsC,; esterano monoaromaético determinadas

por GC-QgQ-MS (modo MRM) con transiciones entre M"—F"y F'>F".
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Con las transiciones especificas para cada estandar aromatico, se desarrollé6 un
experimento con energia de cAmara de colisiones activadas entre 0- 42.5 eV, con
paso de 2.5 eV (Tabla 21).

Tabla 21. Condiciones de analisis de estandares aromaticos para estudio de
energia de cdmara de colisiones activadas mediante GC-QqQ-MS.

lon lon i

Compuesto Energia, eV
precursor producto
dsC,1 Esterano monoaromético
(5a(H)/56(H)) 20 s
a
i _ 0-425
d>C»o Esterano triaromatico 262 233
: (cada 2.5)

C,9 Esterano monoaromético (C)

253 143

(5B(H)/10B(CH3)/5a(H)/10a(CH3))

En la Figura 70, se observa el comportamiento del area de los biomarcadores
aromaticos en funcion de la energia de la camara de colisiones activadas. Para los
compuestos monoaromaticos, Cz; 0 Cyg, la transicion entre el ion molecular y un
fragmento (m/z 253), presenta una respuesta mas baja, comparada con la
transicion (253—143). Con respecto, al esterano triaromatico d,C5g, la transicion
(M*—F"), mejora la sensibilidad, a una energia de camara de colisiones activadas
de 10 eV. Sin embargo, la estabilidad conferida por tres anillos arématicos
condensados, requiere 10 eV, para generar la interrupcion de la aromaticidad y
romper el anillo que permita obtener el fragmento m/z 233, de la molécula d,Cy.
Pero cuando en la transicion el ion precursor es el ion pico de base en el espectro,
se requieren 7.5 eV, adicionales, en la comparacion de estandares deuterados
mono- Yy triaromaticos. En resumen, la Tabla 22, muestra las mejores condiciones
para el analisis de estandares de biomarcadores mono- y triaromaticos
por GC-QgQ-MS (modo MRM).
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Figura 70. Efecto de la energia de la camara de colisiones activadas sobre el area

cromatografica y relacion S/N por GC-QqQ-MS en el modo de adquisicion MRM.

1. Esterano C29 monoaromatico. 2. d2C20 esterano triaromatico. 3. d3C21

esterano monoaromatico.
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Tabla 22. Condiciones para el analisis de esteranos mono- y triarométicos
por GC-QgQ-MS (modo MRM).

lon lon
Compuesto Energia, eV
precursor producto
dsC»1 Esterano monoaromatico
256 143 17.5
(Sa(H)/5B(H))
d»C,o Esterano triaromatico 262 233 10
C,9 Esterano monoaromatico (C)
253 143 20

(5B(H)/10B(CH3)/5a(H)/10a(CH3))

Con base en el estudio de transiciones y energia de camara de colisiones
activadas para estdndares aromaticos, el andlisis de esteranos monoaromaticos,
triaromaticos y metiltriaromaticos, se formulé mediante el estudio de algunas
transiciones que permitieran aumentar la relacion sefal-ruido, y su mejor

determinacidén en muestras en las cuales su concentracion sea baja.

Figura 71. Superposicion de fragmentogramas de masas (MRM) obtenidos por
GC-QqQ-MS para el andlisis del esterano monoaromatico (C,g) con diferentes

transiciones, (El, 70 eV).
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En la Figura 71, se muestra el fragmentograma de masas de los esteranos
monoaromaticos en crudo obtenido por GC-QgQ-MS con modo de adquisicion
MRM, la mayor abundancia se logré con la transicion 253—143, para ambos
isdbmeros, S y R. En la Figura 72, se muestra el perfil obtenido para la fraccion
aromatica de crudo proveniente de campo C-GQ-1, que contiene los 11

biomarcadores mas importantes de los esteranos monoaromaticos.

Figura 72. Fragmentogramas de masas (MRM, 253—143) obtenida por GC-QqQ-
MS para el analisis de esteranos monoaromaticos, (El, 70 eV). 1. MA21 2. MA22.
3. MAB27S. 4. MAD27S. 5. MADB27R. 6. MAA27S. 7. MADB28S. 8. MADB28R.
9. MAA29S. 10. MADB29R.11. MAA29R.
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En el analisis de esteranos triaromaticos, también se uso la transicién entre el ion
pico de base (m/z 231) y un ion producto (m/z 203), como pérdida de una
molécula neutra de etileno (- C;H,). En la Figura 73, se muestra la superposicion
de las corrientes idnicas obtenidas mediante las transiciones MRM: 231216
y 231203, que permitieron obtener perfiles de esteranos triaromaticos en la
muestra de crudo de referencia. Las areas obtenidas con la transicion que implica

pérdida de 15 unidades fueron mayores con respecto a la pérdida de una molécula
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de etileno. De acuerdo con la Figura 74, las relaciones sefial-ruido determinadas
para cada transicion mostraron que la transicion 231-203, permite determinar
menores concentraciones de esteranos triaromaticos, es decir, adecuada para el

analisis de muestras con alto nivel de biodegradacion.

Figura 73. Fragmentogramas de masas (MRM) obtenidos por GC-QqQ-MS para
el analisis de esteranos triaromaticos, (El, 70 eV). 1. TA20. 2. TA21. 3. TA26S. 4.
TA26R27S. 5. TA_DMCa. 6. TA_DMCb. 7. TA28S. 8. TA27R. 9. TA28R.
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En la Figura 75, se observa que en el andlisis de esteranos metiltriarométicos, las
transiciones MRM: 2455215 vy 245230, permitieron obtener perfiles
cromatograficos similares. Areas y relaciones sefial-ruido (Figura 76)
determinadas son semejantes. La pérdida de un radical metilo (-CHz*), es

coherente con la ruta de fragmentacion en esteranos metiltriaromaticos.
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Figura 74. Comparacion de la relacion sefial-ruido calculada para el andlisis de
esteranos triaromaticos en muestras de crudo mediante el analisis
por GC-QgQ-MS, modo de adquisicion MRM.
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Figura 75. Fragmentogramas de masas (MRM) obtenidos por GC-QqQ-MS para
el analisis de esteranos metiltriarométicos, (El, 70 eV). 1. TA3CS. 2. TA4CS. 3.
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Figura 76. Comparacion de la relacion sefal-ruido calculada para el andlisis de
esteranos metiltriaromaticos en muestras de crudo mediante el analisis
por GC-QgQ-MS, modo de adquisicion MRM.
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En la Tabla 23, se recopilan las transiciones MRM para el monitoreo de
biomarcadores aromaticos usando GC-QqQ-MS, que respecto al analisis clasico
mediante GC-MS/SIM aumentan la especificidad, y a excepcion de los esteranos
metiltriaromaticos, si hubo aumento en la relacion sefal-ruido. Esto permitié
el andlisis de fracciones aromaticas, cuya concentracion de biomarcadores
hubiera sido afectada por procesos de biodegradacién. Sin embargo, las
transiciones determinadas se obtuvieron con energias promedio (5-25 eV).
El andlisis se enfocé en el efecto de la energia de la camara de colisiones

activadas (q,) sobre la abundancia de biomarcadores aromaticos.

Tabla 23. Transiciones MRM para el monitoreo de biomarcadores aromaticos
mediante GC-QgQ-MS

_ Transicion (M*—F",
Biomarcadores

F1+—)F2+)

198—165
Dibenzotiofenos

184—152

474—191
Benzohopanos

460—191
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446—191
432—191
206—191
192—165
184—169
178—152
170—155
168—153
156—141
142—115
Esteranos triarométicos 231—-203

Naftalenos y fenantrenos

Esteranos metiltriaromaticos 245230

Esteranos monoaromaticos 253—143

M* : Masa de ion molecular. F: Masa de fragmento.

5.8.2. Determinacion de la energia de camara de colisiones activadas en el
analisis de biomarcadores aroméaticos por GC-QqQ-MS (modo MRM). Para
cada familia de biomarcadores aroméaticos, se determiné el area cromatogréfica de
cada biomarcador monitoreado a diferentes energias de camara de colisiones
activadas (0 - 50 eV). En la Figura 77, se observa la abundancia de pico
cromatografico 2-metilnaftaleno (N2M), y 1-metilnaftaleno (N1M) obtenida por GC-
Q9Q-MS, modo de adquisicion MRM (142—115). El méximo de abundancia para
la transicion 142—115 correspondiente a la pérdida de un fragmento neutro
(C2H3), se obtuvo con una energia de camara de colisiones activadas de 30 eV.
En el caso de las energias de 40 y 50 eV, se obtuvieron abundancias
de 34000 + 1300 y 14800 + 310, respectivamente.

138



Figura 77. Areas cromatogréaficas obtenidas con los fragmentogramas de masas
(MRM, 142—115) de metilnaftalenos en la fraccion aromatica del crudo de
referencia (C-GQ-1) obtenidos por GC-QgQ-MS con diferentes energias de

camara de colisiones activadas.

Metilnaftalenos

30000000 =0
» 25000000 5
S 10
2 20000000
o 20
3 15000000
S = 30
$ 10000000 =
Z = =40

5000000 - = 50
0 [ i
N2M N1M

NM: Metilnaftalenos

Figura 78. Areas cromatogréaficas obtenidas con los fragmentogramas de masas
(MRM, 156—141) de dimetilnaftalenos en la fraccion aromatica del crudo de
referencia (C-GQ-1) obtenidos por GC-QgQ-MS con diferentes energias de
camara de colisiones activadas.
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Figura 79. Areas cromatogréaficas obtenidas con los fragmentogramas de masas
(MRM, 170—155) de trimetil- y etilmetilnaftalenos en la fraccion aromatica del
crudo de referencia (C-GQ-1) obtenidos por GC-QgQ-MS con diferentes energias

de camara de colisiones activadas.
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De acuerdo con las Figuras 78, 79 y 80, se muestra que con una energia de
camara de colisiones activadas de 10 eV, se obtuvo la mayor abundancia de pico
cromatografico, mediante el monitoreo en el método MRM para dimetilnaftalenos
(156—141), trimetil- y etilmetilnaftalenos (170—155) y tetrametilnaftalenos
(184—169). Con respecto a los metilnaftalenos, requieren 30 eV para obtener un
maximo de respuesta cromatografica y que ocurra una reaccion de ruptura en uno
de los ndcleos aromaticos. Esto implica que se interrumpe la corriente
diamagnética generada por la circulacion de una corriente de electrones tipo /1.
Sin embargo, en los biomarcadores con dos, tres o cuatro grupos metilo, la ruptura
alilica en cada una de estas estructuras requiere menor energia (10 eV), debido a
que la pérdida de 15 unidades (radical metilo, CHse), da lugar a un producto que

puede ser estabilizado por deslocalizacién de la carga.
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Figura 80. Areas cromatogréaficas obtenidas con los fragmentogramas de masas
(MRM, 184—169) de tetrametilnaftalenos en la fraccion aromatica del crudo de
referencia (C-GQ-1) obtenidos por GC-QgQ-MS con diferentes energias de

camara de colisiones activadas.
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En la Figura 81, se muestra la abundancia en funcion del energia de la cAmara de
colisiones activadas para el analisis de metilbifenilos (BP3M y BP4M) con el modo
de adquisicion MRM con la transicion 168—153. El ion producto monitoreado
corresponde a la pérdida de 15 unidades, referido a la pérdida del radical metilo
(CHgze). La estabilidad del cation generado por la ruptura homolitica de las
moléculas de fenantreno, es favorable por deslocalizacion de la carga entre los
dos anillos arométicos. La mayor abundancia de pico cromatografico se obtuvo
con una energia de cAmara de colisiones activadas de 10 eV.
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Figura 81. Areas cromatogréaficas obtenidas con los fragmentogramas de masas
(MRM, 168—153) de metilbifenilos en la fraccién aromatica del crudo de referencia
(C-GQ-1) obtenidos por GC-QqQ-MS con diferentes energias de camara de

colisiones activadas.
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Figura 82. Areas cromatogréaficas obtenidas con los fragmentogramas de masas
(MRM, 178—152) de fenantreno en la fraccion aromatica del crudo de referencia
(C-GQ-1) obtenidos por GC-QqQ-MS con diferentes energias de camara de

colisiones activadas.
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La pérdida de 26 unidades a partir del ion molecular (M*™) m/z 178 del fenantreno,
debido a la eliminacién de una molécula de etileno (C,H,), sustenta la transiciéon
178—152. De acuerdo con la teoria de Hickel sobre aromaticidad (4n+2), el
fenantreno da un nimero n entero. La ruptura de uno de los anillos aromaticos y
migracion de dos protones, para desprender etileno, a una energia de 10 eV
produce la mayor cantidad de fragmentos estables, como se muestra en los
graficos de abundancia de la Figura 82. En la Figura 83, se muestra el
comportamiento en la abundancia de metilfenantrenos con respecto a los
experimentos de energia de caAmara de colisiones activadas (0-50 eV), se observa
gue los cuatro is6meros constitucionales de metilfenantreno requieren un valor de
energia semejante a lo reportado en el andlisis de metilnaftalenos, en donde la
pérdida de un fragmento neutro (C,H,) y radical hidruro (27 unidades de masa),
requiere mas energia, con respecto a la serie dimetil, trimetil y

tetrametilnaftalenos.

Figura 83. Areas cromatogréaficas obtenidas con los fragmentogramas de masas
(MRM, 192—165) de metilfenantrenos en la fraccion aromatica del crudo de
referencia (C-GQ-1) obtenidos por GC-QgQ-MS con diferentes energias de

camara de colisiones activadas.
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Figura 84. Areas cromatogréaficas obtenidas con los fragmentogramas de masas

(MRM, 206—191) de dimetilfenantrenos en la fraccion aromatica del crudo de

referencia (C-GQ-1) obtenidos por GC-QgQ-MS con diferentes energias de

camara de colisiones activadas.
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En los dimetilfenantrenos la tendencia fue similar a los dimetil, trimetil y tetrametil

naftalenos, en cuyas transiciones entre ion molecular (precursor) y especie

generada (producto) por pérdida de radical metilo (CH3z¢). En la Figura 84, se

observa que en todos los isomeros de dimetilfenantreno se obtuvo la mayor

abundancia para la transicién (206—191) con una energia de 10 eV.

Figura 85. Areas cromatogréaficas obtenidas con los fragmentogramas de masas

(MRM, 184—152 y 198—165) de dibenzotiofenos en la fraccion aromética del

crudo de referencia (C-GQ-1) obtenidos por GC-QgQ-MS con diferentes energias

de camara de colisiones activadas.
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En la Figura 85, se observa el comportamiento de la abundancia con respecto a la
energia de camara de colisiones activadas (g2), para dibenzotiofeno (DBT) y
metildibenzotiofenos (DBTM). En el analisis de DBT, la transicion 184—152,
corresponde a la pérdida de un &tomo de azufre de la estructura que contiene el
heteroatomo ciclico. De manera analoga, en el analisis de metildibenzotiofenos
(198—165), la transicion implica una pérdida del radical (HS-). Igual que en DBT,
se maximizé la respuesta con una energia de camara de colisiones activadas de
40 eV.

Figura 86. Areas cromatogréaficas obtenidas con los fragmentogramas de masas
(MRM, M"—191) de benzohopanos (Cs, hasta Cgzs) en la fraccion aromatica del
crudo de referencia (C-GQ-1) obtenidos por GC-QqQ-MS con diferentes energias

de camara de colisiones activadas.
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Los benzohopanos, estructuralmente tienen estrecha relacion con biomarcadores
saturados. En general, las transiciones para esta familia de biomarcadores
implican una doble apertura del anillo B del heterociclo, con una energia de
camara de colisiones activadas. En la Figura 86, se observa que una energia de 5

eV, se obtiene un maximo de abundancia.
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Figura 87. Areas cromatogréaficas obtenidas con los fragmentogramas de masas
(MRM, 253—143) de esteranos monoaromaticos C,1, Cy Cy7-Co9 en la fraccion
aromatica del crudo de referencia (C-GQ-1) obtenidos por GC-QqQ-MS con
diferentes energias de cAmara de colisiones activadas.
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Figura 88. Ruta de fragmentacion propuesta para esteranos monoaromaticos por

impacto con electrones.

CHj

|,

m/z 143

En la Figura 87, se muestra la abundancia de esteranos monoaromaticos
obtenida con la transicibn MRM (253—143). Para todos los biomarcadores
monitoreados, la energia de camara de colisiones activadas para obtener mayor
respuesta fue de 10 eV; valor cercano Al encontrado para benzohopanos (5 eV).

Con respecto a los productos de fragmentaciébn que permiten obtener mayor
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abundancia con una energia de colisiones relativamente baja, en la Figura 88, se
muestra la posible ruta de fragmentacion. Una pérdida de radical (-R¢), seguida de

doble apertura en el anillo B del heterociclo, con pérdida de molécula neutra.

Figura 89. Areas cromatogréaficas obtenidas con los fragmentogramas de masas
(MRM, 231—203) de esteranos triaromaticos en la fraccidon aromatica del crudo de
referencia (C-GQ-1) obtenidos por GC-QgQ-MS con diferentes energias de
camara de colisiones activadas.
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En el analisis de esteranos triaromaticos, se determiné que tanto en triaromaticos
como metiltriarométicos, la energia de camara de colisiones activadas, segun las
Figuras 89 y 90, son 10 eV. En ambos casos la formacién del ion precursor, es
debida a la pérdida de un radical (-R¢) y la respectiva formacion de un carbocation
en el anillo D, que puede ser estabilizado por migracién de hidruro. En el caso de
los esteranos triaromaticos, la pérdida de una molécula neutra de etileno (-CoHy)
da lugar a la formacion de un cation m/z 203. La formacion de la especie m/z 230
a partir del catiébn del esterano metiltriaromatico (m/z 245), no es muy clara. Sin
embargo, se obtuvo la mayor abundancia de pico cromatografico para los

biomarcadores aromaticos de esta serie.
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Figura 90. Areas cromatogréaficas obtenidas con los fragmentogramas de masas
(MRM, 245—-230) de esteranos metiltriaromaticos en la fraccidbn aromatica del
crudo de referencia (C-GQ-1) obtenidos por GC-QgQ-MS con diferentes energias
de caAmara de colisiones activadas.
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Figura 91. Ruta de fragmentacion de esteranos triaroméaticos para la formacion de

iones producto en la adquisicion MRM.

N, m/z231

N m/z 245

m/z 203 m/z 230

5.8.3. Relaciones moleculares determinadas con biomarcadores aromaticos
por GC-QqQ-MS (modo MRM). El célculo de las relaciones moleculares fue
desarrollado con base en las areas y alturas de los picos cromatograficos de cada
uno de los biomarcadores aromaticos estudiado. En la Tabla 24, se muestran los
valores adimensionales de relaciones o pardmetros moleculares para la muestra

de referencia, crudo C-GQ-1. Biodegradacion, madurez térmica, origen y ambiente
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de depositacion, fueron determinados mediante gréficas de relaciones moleculares

de biomarcadores aromaticos, usando GC-QqQ-MS (modo MRM).

Tabla 24. Relaciones moleculares de biomarcadores aromaticos determinada en
la muestra C-GQ-1 con areas y alturas de picos cromatogréaficos obtenidos
mediante GC-QqQ-MS (modo MRM).

Relacion Areas  Alturas
(C20+C21)/S TAS 0.53 0.58
TAS #1 20/20+27 0.78 0.81
TAS #2 21/21+28 0.76 0.82
%26 TAS 23.83 29.05
%27 TAS 38.43 38.79
%28 TAS 37.74 32.16
%29 TAS 0.00 0.00
C28/C26 20S TAS 1.86 1.53
C28/C27 20R TAS 0.98 0.83
Dia/Regular C27 MAS 2.46 2.24
%27 MAS 35.90 42.71
%28 MAS 45.90 38.88
%29 MAS 18.20 18.41
(C21+C22)/S MAS 0.46 0.44
TAS/(MAS+TAS) 0.64 0.59
TA28/(TA28+MA29) 0.56 0.58
indice dinosteroide 0.41 0.42
C4/C3+C4 Mester 0.50 0.57
MPI-1 0.34 0.37
Rc(a) if Ro < 1.3 (Ro%) 0.58 0.59
Rc(b) if Ro > 1.3 (Ro%) 2.09 2.08
MPI-2 0.38 0.40
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Relacion Areas  Alturas

DNR-1 5.06 3.39
DNR-2 0.71 2.59
TNR1 0.71 0.97
TDE-1 3.50 3.66
TDE-2 0.44 0.51
MDR 2.26 2.63
Rm (Ro%) 0.72 0.74
MDR23 0.53 0.38
MDR1 0.35 0.28
DBT/Fenantreno 0.54 0.58
125TMN/136TMN 0.33 0.44
127TMN/137TMN 0.26 0.31
Pr/Ph 0.90 1.17

El estudio de los niveles de biodegradacion se baso6 en el analisis de abundancia
de compuestos, teniendo en cuenta que a mayor susceptibilidad a la biodegracién,
presentaran mayor empobrecimiento con respecto a los menos susceptibles. Con
este enunciado como base se realiz6 el analisis de degradacion de los

compuestos aromaticos dimetilnaftalenos, trimetilnaftalenos y tetrametilnaftalenos .

En los dimetilnaftalenos se comparan las proporciones de 2,6 DMN, 2,7 DMN
y 1,3+1,7-DMN, con base en el orden de susceptibilidad 2,6>2,7>1,3+1,7, siendo
el 2,6 DMN el mas susceptible a la biodegradacion [91]. En la Figura 92, se
observa que las muestras C-R-147, C-R-357 Y C-R-807, presentan una
biodegradacion de moderada a alta, debido a que presentan muy poca proporcion
de 2,6-DMN y 2,7-DMN y una ligera disminucién de (1,3+1,7)-DMN. Las muestras
C-CH-170, C-GQ-1, C-GTQ-22, C-R-444, C-LI-107, C-MSTB y C-GL-1, presentan

una biodegradacion menor, debido a que la proporcion de 2,6-DMN, es mayor con
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respecto a las muestras que en reservorio, tienen condiciones que propician la

biodegradacion.

Figura 92. Diagrama ternario de las proporciones de los compuestos aromaticos,

dimetilnaftalenos.
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El analisis de los biomarcadores aromaticos de la familia de los trimetilnaftalenos,
fue llevado a cabo con base en las proporciones de 1,3,7 TeMN, 1,3,6 TeMN y
1,2,4-TeMN, segun el orden de susceptibilidad 1,3,7>1,3,6>1,2,4. Sugiere
alteracién incipiente cuando hay disminucion en la abundancia de 1,3,7 TeMN y
alteraciéon avanzada cuando decae la cantidad disponible de 1,2,4-TeMN. De
acuerdo con la Figura 93, se puede establecer que las muestras C-R-357,
C-MSTB y C-R-147, presentan una biodegradacion de moderada a alta, debido a
que presentan bajas proporciones de 1,3,7-TeMN y 1,3,6-TeMN. Las muestras
C-CH-170, C-GQ-1, C-GTQ-22, C-R-444, C-LI-107, C-R-807 y C-GL-1 poseen una
biodegradacion menor, debido a que el empobrecimiento en 1,3,6-TeMN es

menor.
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Figura 93. Diagrama ternario de las proporciones de los compuestos aromaticos,

trimetilnaftalenos.

1,3,7-TMN
1

124-TMN 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 1,3,6-TMN

® C-Ch-170 ® C-R-357
= C-GQ-1 ® C-R-807
" C-GTQ-22 B C-LI-107
® C-R-444 ® C-GL-1

o C-R-147 ® C-MSTB

La alteracion de crudos, también fue analizada con base en la familia de
tetrametilnaftalenos, segun las proporciones de 1,3,6,7, 1,3,5,7 y 1,2,3,6-TeMN
(vease Figura 94), aplicando el orden de susceptibilidad 1,3,6,7>1,3,5,7>1,2,3,6.
De acuerdo con el criterio de susceptibilidad a la biodegradacién, las muestras
contienen tetrametilnaftalenos incipientemente alterados. Sin embargo, las
muestras C-R-147, C-R-357 y C-R-444 presentan un notable empobrecimiento en
1,3,5,7-TeMN y 1,2,3,6-TeMN, que confirman el alto grado de biodegradacién que

se ha determinado con otros parametros geoquimicos.
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Figura 94. Diagrama ternario de las proporciones de los compuestos aromaticos,

tetrametilnaftalenos.
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La biodegradacion inicia con remocion parcial hasta llegar a una remocion total de
biomarcadores caracteristicos de una familia. En las muestras C-CH-170, C-GQ-1,
C-GTQ-22, C-R-444, C-LI-107, C-MSTB y C-GL-1, se encontrd alteracion en la
magnitud de las familias de dimetilnaftalenos y trimetilnaftalenos, lo que muestra
una biodegradaciéon de leve a moderada. Las muestras C-R-807, C-R-357
y C-R-147, presentan una biodegradacion mayor, debido a que la magnitud de los
compuestos  dimetilnaftalenos, trimetilnaftalenos y  tetrametilnaftalenos,
presentaron una disminucion de concentracion importante. A pesar de esta
disminucién, el método de analisis por GC-QgQ-MS (modo MRM), permitié la
determinacién de dimetilnaftalenos, trimetilnaftalenos y tetrametilnaftalenos en las

muestras con mayor nivel de biodegradacién (C-R-807, C-R-357 y C-R-147).
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Figura 95. Madurez térmica de las muestras de crudo biodegradado con base en
las relaciones 2,3,6/(2,3,6+1,2,5) TMN Vs 1,3,6,7/(1,3,6,7+1,2,5,6) TeMN.
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Con el aumento de la madurez térmica, las relaciones 2,3,6/(2,3,6+1,2,5)
trimetilnaftaleno (TMN) y 1,3,6,7/(1,3,6,7+1,2,5,6) tetrametilaftaleno (TeMN)
tienden a aumentar. En la Figura 95, se muestra el nivel de madurez en las
muestras de crudo procedentes de las cuencas Llanos Orientales, Central y VMM.
Las muestras C-LI-107, C-GQ-1, C-GL-1, C-R-807, C-MSTB, C-R-147 y C-Ch-170
presentaron un grado de madurez similar, y las muestras C-R-357, C-GTQ
y C-R-444, tuvieron el mayor grado de madurez térmica del grupo de crudos
biodegradados analizados.

Se analizaron relaciones de biomarcadores de la fraccion aromética, para evaluar
el nivel de madurez en las muestras de crudo. El indice de metilfenantreno, que es
reportado en la literatura como el hidrocarburo triciclico que presenta el mayor
grado de variacion con el incremento de la madurez térmica, asi como la tasa de
metilfenantreno (MPR) y la reflectancia de vitrinita calculada (Rm); mejoraron la

comprension de la madurez térmica en las muestras de crudo analizadas. En la
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Tabla 25, se muestran algunos pardmetros de madurez térmica calculados con

base en fenantreno y metilfenantrenos.

Tabla 25. Parametros de madurez térmica determinados en muestras de crudo

biodegradado.
Muestra Rm MPI MPR
C-Ch-170 0,61 0,32 1,62
C-GQ-1 0,73 0,34 1,05
C-GTQ-22 0,78 0,53 2,17
C-R-444 0,79 0,55 2,16
C-R-147 0,45 0,14 0,41
C-R-357 0,43 0,18 1,37
C-R-807 0,54 0,35 1,43
C-MSTB 0,61 0,35 0,96

Rm: reflectancia de vitrinita calculada. MPI: indice de metilfenantreno. MDR:

variacion de metilfenantreno.

Figura 96. Indice de metilfenantreno (MPI-1) Vs la tasa de metilfenantreno (MPR)

en muestras de crudo biodegradado.
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El grado de madurez de la materia organica, fue calculado con base en el indice
de metilfenantreno (MPI-1) vs la tasa de metilfenantreno (MPR). Con el aumento
de la degradacion térmica, los indices MPI-1 y MPR también aumentan. De
acuerdo con la Figura 96, con las muestras C-R-147 y C-R-357, se determind
menor madurez, mientras que las muestras C-LI-107, C-GQ-1, C-GL-1, C-R-807,
C-MSTB y C-Ch-170 presentaron una madurez semejante, y tanto C-GTQ-22

como C-R-444 fueron a las muestras con mayor madurez del grupo analizado.

Esto es coherente con la determinacion realizada con base en relaciones
2,3,6/(2,3,6+1,2,5) TMN vs 1,3,6,7/(1,3,6,7+1,2,5,6) TeMN. Los valores de la
reflectancia de vitrinita calculada, ubican las muestras en ventana de generacion
de aceite, y generalizando que las muestras de crudos analizados estan en etapa

de madurez.

Figura 97. Diagrama ternario del porcentaje de los esteroides monoaroméaticos

(MAS) determinado en las muestras de crudo.
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El andlisis de origen de la materia organica y ambiente de depositacion se realiz6
bajo la hipdtesis de que “la composicidon de la materia organica de la roca
generadora es transmitida al crudo”. El analisis de diferentes parametros utiles
para determinar ambiente y origen de materia organica del conjunto de muestras
analizadas. Los porcentajes de C,;, Cys y Cy9 de esteranos monoaromaticos
mostrados en la Figura 97, indican el aporte de especies eucariotas entre la
materia organica depositada. La abundancia relativa de C,; comparada con la
abundancia de los esteranos monoaromaticos C,g y Cy9 indica predominio de
materia organica de origen marino que permite ubicar las muestras analizadas en
origen de materia organica marina principalmente. Sin embargo, mayor cantidad
de C,9 con respecto a C,g, indica aporte siliciclastico; por ende, las muestras
presentan un origen de materia organica mixto con mayor aporte marino
carbonatado, informacion corroborada mediante el analisis de DBT, fenantreno y
metilfenantrenos.

Figura 98. Relaciones C,7/Cy3 20R TAS Vs Cy6/Cys 20S TAS determinado en las
muestras de crudo.
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La correlacion C,7/Cys 20R TAS Vs Cy/Cog 20S TAS mostrada en la Figura 98,
que permite diferenciar crudos asociados a ambientes marinos profundos, de
crudos asociados a ambientes semiprofundos-someros, segun las relaciones
26/28 20S>0.3 y 27/28 20R>0.6, indicO predominio de materia organica
proveniente de microorganismos eucariotas, que corresponden a condiciones
semiprofundas o someras, mientras que, relaciones 26/28 20S<0.3 y 27/28
20R<0.6, indican baja proliferacion de eucariotas, que corresponde a ambientes

profundos o abisales.

Segun la Figura 98, el conjunto de crudos analizados en crudos asociados se
ubican en ambientes semiprofundos, posiblemente de plataforma, debido a que

las muestras analizadas poseen relaciones de 26/28 20S>0.3 y 27/28 20R>0.6.

Figura 99. Fragmentograma de masas (MRM, 198—165) de dibenzotiofenos en la
fraccibn aromatica de crudo proveniente de campo C-Ch-170 obtenido por
GC-QqQ-MS. 1. DBT4M. 2. DBT23M. 3. DBT1M.
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El andlisis de la familia de los metildibenzotiofenos, permitié diferenciar crudos de
roca fuente marina, calcarea, (4-MDBT>2,3-MDBT<1-MDBT), que segun la altura
de pico cromatografico tienen un patron de distribucion en forma de “V”
(vedse Figura 99), mientras que los crudos de roca fuente siliciclastica
(4-MDBT>2,3-MDBT>1-MDBT), presentan un patron de distribucion en los
metildibenzotiofenos como una caida abrupta escalonada (vease Figura 100).
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La Figura 101 evidencia que las muestras de crudo son de roca fuente marina con
aporte siliciclastico. Sin embargo, debido al grado de biodegradacion de las
muestras del estudio, es necesario complementar esta hipotesis con informacion

de biomarcadores menos susceptibles a la biodegradacion (eg. metilfenantrenos).

Figura 100. Fragmentograma de masas (MRM, 198—165) de dibenzotiofenos en
la fraccion aromatica de crudo proveniente de campo C-GTQ-22 obtenido por
GC-QqQ-MS. 1.DBT4M. 2. DBT23M. 3. DBT1M.
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Las proporciones relativas de 9-metilfenantreno > 1-metilfenantreno, indican
aportes de materia organica marina y 9-metilfenantreno menor que
1-metilfenantreno, indican aportes de materia organica continental. Segun la
Figura 102, 9-metilfenantreno excede la cantidad de 1-metilfenantreno, en las
muestras C-Ch-170, C-GQ-1, C-GTQ-22, C-R-444, C-LI-107 y C-GL-1, corroboran
que las muestras corresponden a crudos depositados en un ambiente marino. En
las muestras C-R-147, C-R-357, C-R-807 y C-MSTB, igualmente se obtuvo mayor
abundancia de 9-MP con respecto a 1-MP, lo que indica un aporte de materia
organica marina. Sin embargo, la cantidad de éstos biomarcadores aromaticos fue

muy baja.
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Figura 101. Diagrama ternario de metildibenzotiofenos en las muestras de crudo.
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Figura 102. Diagrama de barras con las proporciones de 9-metilfenantreno

y 1- metilfenantreno en las muestras de crudo.
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Figura 103. Relaciéon DBT/PHEN Vs Pr/Ph en las muestras de crudo.
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La correlacion DBT/PHEN Vs Pr/Ph mostrada en la Figura 103, ubica la muestras
C-R-147, C-MSTB y C-GQ-1 en un ambiente de mezcla marino carbonatado
y marino shale; las muestras C-CH-170, C-GTQ-22, C-R-444, C-LI-107
y C-GL-1,C-R-807 y C-R-357 se hallan en un ambiente de depositacién marino
tipo shale, siendo éste Ultimo grupo, el que presenta el mayor aporte de shale.

Segun los esteroides monoaromaticos, la familia de los metildibenzotiofenos,
el 9-metilfenantreno, y 1- metilfenantreno y la correlacién DBT/PHEN Vs Pr/Ph, las
muestras de crudo analizadas se originaron a partir de materia organica marina,
algal con aporte siliciclastico, depositados en un ambiente semiprofundo somero
posiblemente de plataforma con aporte de materia organica de ambiente

transicional.

5.9. ANALISIS DE FRACCION POLAR DE CRUDOS BIODEGRADADOS

5.9.1. Obtencion de extracto polar a partir de crudo. Los acidos nafténicos del

crudo, hacen parte de su fraccion polar. En la extraccion de acidos nafténicos, se
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realizaron pruebas preliminares mediante la extraccion liquido-liquido por lotes con
cambio de pH (basico — acido), para obtener un extracto con menor numero de
interferencias. Los ensayos preliminares fueron realizados con la muestra de
crudo C-MSTB, y analizados mediante GC-FID, FT-IR, HPLC-DAD. En la Figura
104, se muestra el esquema inicial propuesto para la determinacion de

compuestos polares en el crudo.

Figura 104. Esquema general de la metodologia propuesta para la busqueda de

moléculas polares en muestra de crudo biodegradado.

Crudo
v
Precipitacion
deasfaltenos
v
Filtracion — Maltenos Fraccion polar
v v v
Asfaltenos Fraccionamiento Analisis
(sélido precipitado) en columna LC-Orbitrap-MS
v L4
Saturados Aromaéticos Resinas
Andlisis de biomarcadores por GC-MS
y GC-QqQ-MS

Al crudo (ca. 20 g) se le adicioné n-hexano (50 mL) y se aplicd ultrasonido
(T=40°C, 10 min). Posteriormente, se realiz0 extraccion liquido-liquido por lotes
(ELLB) con una solucion de NaOH 1% (EtOH:H,0, 7:3 V/V). La separacion de las
fases se realiz6 en un medio con T= 4 °C y reposo (10 min). El extracto etandlico

fue rotoevaporado a una presion reducida (200 mbar), T= 45°C, durante 15 min. A
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la solucidn acuosa béasica remanente, se le realizé clean-up con CH,Cl, (2x20 mL).
El pH fue ajustado a 2. Los &cidos nafténicos (neutros) fueron extraidos con
CH2Cl, (2x20 mL) y n-hexano (20 mL). El extracto fue llevado a sequedad con
corriente de gas nitrogeno. Se obtuvo un 0.5% (p/p) de extracto con respecto a la
masa inicial de crudo C-MSTB. Los extractos fueron analizados por FT-IR,
HPLC-DAD, y GC-FID con y sin derivacion.

Para el andlisis por GC-FID (columna apolar), los extracto polares obtenidos
fueron derivados previamente con un procedimiento de metilacion. A la fraccion
polar (ca. 10 mg) se le adicioné 400 uL de la solucion de BF3/MeOH, en un vial de
reaccion, a una T=70 °C, 1 h. Posteriomente, el extracto hexanoico concentrado,
fue analizado por GC-FID y GC-MS (full scan). Las etapas del procedimiento se

muestran en las Figuras 105y 106.

Figura 105. Etapas para la extraccion de compuestos polares del crudo. 1.

Sonicacion. 2. ELLB con solucién de NaOH etandlica. 3. Extracto polar.
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Figura 106. Etapas de clean-up y concentracion de extracto polar del crudo. 1.
Rotoevaporacion de extracto con acidos deprotonados. 2. Limpieza de extracto
con CH,Cl,. 3. Ajuste de pH y extraccion con CH,Cl, y n-hexano. 4. Concentracién

de acidos nafténicos.

5.9.2. Fraccionamiento completo de crudo. Los extractos polares obtenidos por
ELLB a partir de la muestra de crudo C-MSTB, también fueron comparados con la
fraccion polar del mismo crudo, en columna de elucion con gel de silice. La elucion
de resinas o fraccion polar, se hizo con CH,CI, (4mL), y CH,Cl,:MeOH (1:1V/V, 3

mL), posterior a la elucion de saturados y aroméaticos (vease Figura 107).
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Figura 107. Fraccionamiento en columna de elucion de crudo, con gel de silice

activada como sorbente.

CH,CI,
n-hexano n-hexano:CH,Cl, CH,CI,:MeOH (1:1 v/v)
Crudo | | ] ]
(ca.30 MQ) . _—
— —
Fraccion saturada Fraccion aromética Fraccion polar

5.9.3. Analisis por FT-IR de fracciones y extractos polares de crudo. Los
extractos y fracciones polares, fueron analizados por espectroscopia infrarrojo con
transformada de Fourier (FT-IR). En la Figura 108, se muestra el espectro IR, de
la fraccion polar obtenida a partir de crudo C-MSTB (ca. 30 mg). En los espectros
IR, de extractos que contengan moléculas con la funciébn organica acido
carboxilico, se espera observar, bandas en la regién de 3400 y 1700 cm™. En la
fraccion polar obtenida por columna de elucién, aparece una banda a 1702 cm™,
sin embargo, debe ser una de las mas intensas, y confirmada por la tension del

OH en el grupo funcional &cido.
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Figura 108. Espectro IR, fraccion polar del crudo C-MSTB obtenida por columna
de elucion.
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En la Figura 109, se muestra el espectro IR, del extracto polar obtenido a partir de
ca. 20 g de crudo C-MSTB. Aparecen las bandas caracteristicas de la funcién
orgénica &cido carboxilico, tales como: 3449 cm™, y la banda més intensa 1702
cm™, que corresponde a la tension del enlace O=C. La comparacién de los
espectros IR, entre los dos métodos de obtencion de compuestos polares, permite
concluir que la ELLB, contiene mayor cantidad de moléculas con la funcién acido
carboxilico (productos de biodegradacion del crudo).

Figura 109. Espectro IR, extracto polar (ELLB) del crudo C-MSTB.
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5.9.4. Anélisis por GC-FID y GC-MS (full scan) de fracciones y extractos

polares de crudo

Figura 110. Cromatograma obtenido por GC-FID de la fraccion polar del crudo
C-MSTB, obtenida por columna de elucion y analizada en columna DB-5 (30 m x
0.25 mm x 0.25 pm). 1. Fraccion polar del crudo. 2. Patron de hidrocarburos

lineales C4-Cys.
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En la comparacion de las Figuras 110 y 111, perfiles cromatograficos obtenidos
por GC-FID, de fraccién y extracto polar, comparados con una mezcla de
hidrocarburos lineales C1o-C40. Se aprecia que sin derivacién aparecen algunos
picos abundantes en la corriente total registrada. Sin embargo, se realizé el
analisis de los extractos polares derivados con trifluoruro de boro en metanol, y la
mayoria de picos cromatograficos asimétricos, y otros que no se observaban,
aumentaron su relacion sefal-ruido. Que sugiere la presencia de compuestos
organicos tipo acido carboxilico que reaccionaron para dar como productos los

correspondientes metilésteres, de mayor presion de vapor.
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Figura 111. Cromatograma obtenido por GC-FID del extracto polar del crudo
C-MSTB, obtenida por columna de elucion y analizada en columna DB-5 (30 m x
0.25 mm x 0.25 um). 1. Extracto polar del crudo. 2. Patron de hidrocarburos
lineales Cg-Cos.
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En la Figura 112, se muestra la comparacién de blanco de procedimiento de
extraccidon y reaccion con metilésteres de acidos carboxilicos extraidos a partir del
crudo, y con un material de referencia de acidos carboxilicos (metilados).
Respecto a la abundancia de moléculas polares (O,), el extracto obtenido
mediante ELLB, mostré mayor cantidad de picos cromatograficos comparado con
la fraccion polar del mismo crudo. La comparacion del perfil de metilésteres se
comparé con los tiempos de retencion de algunos acidos carboxilicos (z=0),

presentes en una mezcla patron: Cs, Cg, Cg, C10-Ci1s, C20, C22, C23 Yy Coa.
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Figura 112. Cromatograma obtenido por GC-FID del extracto polar del crudo C-
MSTB, obtenida por ELLB y analizada en columna DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25
pum). 1. Blanco de procedimiento. 2. Extracto polar del crudo. 3. Patron de algunos

metilésteres de acidos nafténicos (z=0).
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Figura 113. Cromatograma obtenido por GC-FID de una mezcla de metilésteres

de &cidos nafténicos (z=0), y otros acidos grasos, en columna DB-5 (30 m x 0.25
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En las Figuras 114, 115y 116, se muestran en detalle las ventanas de tiempo, en
donde coinciden algunos tiempo de retencién con algunos &cidos nafténicos
lineales (z=0): con nimero de atomos de carbono: 5, 6, 8, 10, 11, 12, 14, 16y 22. .
Sin embargo, no es una identificacion, Unicamente coincidencia de tiempos de

retencion.

Figura 114. Cromatograma (0-30 min) obtenido por GC-FID del extracto polar del
crudo C-MSTB, obtenido por ELLB y analizado en columna DB-5 (30 m x 0.25 mm
x 0.25 um). 1. Blanco de procedimiento. 2. Extracto polar del crudo. 3. Patron de
metilésteres de acidos grasos.
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La identificacion tentativa se realizé mediante el analisis por (GC-MS), mediante la
comparacion de los espectros de masas de un compuesto desconocido con

alguna base de datos (eg. Willey, NIST).

Figura 115. Cromatograma (30-60 min) obtenido por GC-FID del extracto polar del
crudo C-MSTB, obtenido por ELLB y analizado en columna DB-5 (30 m x 0.25 mm
x 0.25 um). 1. Blanco de procedimiento. 2. Extracto polar del crudo. 3. Patron de

metilésteres de acidos grasos.
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Figura 116. Cromatograma (60-92 min) obtenido por GC-FID del extracto polar del
crudo C-MSTB, obtenido por ELLB y analizado en columna DB-5 (30 m x 0.25 mm
x 0.25 um). 1. Blanco de procedimiento. 2. Extracto polar del crudo. 3. Patrén de

metilésteres de acidos grasos.
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En la Figura 117, se muestra el perfil cromatografico obtenido por GC-MS, del
extracto polar mas promisorio en el contenido de acidos carboxilicos extraidos del
crudo; la identificacion segun la comparacion con las bases de datos se muestra
en la Tabla 28.
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Figura 117. Perfil cromatografico del extracto polar del crudo C-MSTB, obtenido
por GC-MS (full scan), columna DB-5 (30m x 0.25mm x 0.25um).
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De acuerdo con la Tabla 26, se logr6 confirmar metilésteres de acidos
carboxilicos, con 16 y 17 atomos de carbono, hexa- y heptadecanoico,
respectivamente, que corresponden a los acidos nafténicos, en general, mas
abundantes en los crudos. En menor cantidad, otros &cidos nafténicos:
4,5-dimetilciclooctanoato de metilo, hexadecanoato de metilo, 9-eicosenoato de
metilo y 11-metildocosenoato de metilo.

En los procesos de biodegradacion de algunos hidrocarburos poliaromaticos, por
parte de bacterias sulforeductoras (SRB), se ha reportado la formacion de
moléculas aromaticas de menor peso molecular, tales como: di-tert-butilfenol, butil-
ftalato de metilo y ftalato de etilhexenilo. La identificacion tentativa se realiz6 con
base en los espectros de masas de los compuestos identificados y su
comparacion con las bases de datos NIST y WILEY.
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Tabla 26. Identificacion tentativa de los componentes presentes en el extracto
polar del crudo C-MSTB analizado por GC-MS.

° . Cantidad
) IRLexp tr, min Compuesto )
pico relativa, %

1 9.31 4-Metil-3-penten-2-ona 8.5

2 910 14.08 4-Metoxi-4-metil-2-pentanona 11.6

3 1193 25.88 2,3-Dimetil-1-(2-butenil)-benceno 0.4

4 1368 32.22 4,5-Dimetilciclooctanoato de metilo 1.2

5 1480 36.27 Acido carboxilico del 1,4-dimetiladamantano 1.6
Compuesto no identificado (m/z 134(100),

6 1490 36.63 1.6
162(54), 79(51), 135(51), 93(39))

7 1508 37.25 di-tert-butilfenol 0.9

8 1513 37.39 Compuesto oxigenado C;4H160 4.3
Compuesto no identificado (m/z 185(100),

9 1574 39.31 7.3
170(75), 200(32), 155(21), 186(16), 171(12))

10 1924 48.08 Hexadecanoato de metilo 3.7

11 2026 50.19 Buitil-ftalato de metilo 3.1

12 2125 52.10 Heptadecanoato de metilo 3.3

13 2301 55.49 9-Eicosenoato de metilo 3.0

14 60.20 11-Metildocosenoato de metilo 28.7

15 60.75 Ftalato de etilhexenilo 9.0
Compuesto no identificado (m/z 441(100),

16 97.40 11.8

57(54), 147(), 308, 191)

5.9.5. Andlisis por HPLC-DAD de fracciones y extractos polares de crudo.

Las fracciones y extractos polares de crudo fueron analizados por HPLC-DAD

previo al analisis mediante UHPLC-Orbitrap-MS, usando una columna ZORBAX

(C18), 150 mm x 4.6 mm x 5 um, un volumen de inyeccion Viy: 10 pL,
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flujo: 1 mL/min, temperatura: 25 °C, A= 210, 240, 270, 310, 350 nm. La fase movil

fue acido acético 0.5% acuoso (A): acetonitrilo(B), modo gradiente.

Figura 118. Comparacion de perfiles cromatograficos de compuestos polares
extraidos con etanol:agua (70:30) pH 11-12 y fraccién polar obtenida en columna
de elucion, en muestras de crudo C-MSTB. Analisis por HPLC-DAD (A = 270 nm),
columna ZORBAX (C18), 150 mm x 4.6 mm X 5 pm.
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Los extractos polares obtenidos mediante ELLB, con cambio de pH para la
selectividad de moléculas tipo acido carboxilico, mostraron mayor concentracion
de moléculas tipo acido carboxilico (Figura 118). Sin embargo, la cantidad
necesaria para cada ensayo es ca. 20 g, para el reconocimiento de los acidos
nafténicos mayoritarios. En la mayoria de casos la cantidad de crudo disponible
para diferentes ensayos es una limitante. Por ende, el analisis se enfocé en acidos
nafténicos con formula general C,H2,:20>, donde z hace referencia a la deficiencia
de hidrogeno y n al numero de atomos de carbono en la estructura quimica, entre
otros productos de biodegradacion generados por degradacion bacteriana de
hidrocarburos aromaticos de alto peso molecular (eg. fenantrenos, pirenos, entre
otros), ANEXO 4.
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5.9.6. Fraccionamiento selectivo en columna de elucion. De acuerdo con la
afinidad de los analitos, un solvente o mezcla apropiada permite el
fraccionamiento selectivo a partir de una mezcla de determinada complejidad
(eg. crudo). Han sido reportadas condiciones de fraccionamiento en columna para
el andlisis de biomarcadores saturados, aromaticos y una fraccion polar, altamente
concentrada en resinas. Respecto a los métodos de obtencion de fracciones
polares, enriguecidas en compuestos de tipo acido carboxilico, las estrategias han
consistido en cambios de pH, empaquetamiento con modificadores como
hidroxidos (eg. sodio, potasio), entre otras como cartuchos de intercambio idnico
(amina cuaternaria) o grupos funcionales tipo amina secundaria. Debido a la
complejidad de las muestras de crudo biodegradado, las pruebas iniciales de

fracciones polares promisorias, se hicieron por GC-FID.

5.9.7. Formacion de metilésteres a partir de &cidos nafténicos. Las
condiciones para la determinacion de acidos carboxilicos (eg. &cidos nafténicos)
en el crudo, se encontraron mediante el uso de estandares internos, a saber:
acidos l-adamantanocarboxilico y 6-fenilhexanoico, y una mezcla técnica de
acidos nafténicos, para la comparaciéon de las abundancias de las especies acidas
O,.

En la Figura 119, se muestra el perfil cromatografico obtenido por GC-FID de los
estandares internos de &cidos carboxilicos, 1-adamantanocarboxilico vy
6-fenilhexanoico, en orden de elucion respectivo. Se observa coherencia en el
orden de elucion, el éster metilico (de menor temperatura de ebullicién) tiene
menor tiempo de retencibn que su acido precursor. La aromaticidad del
6-fenilhexanoico, aumenta el tiempo de retencidon en la columna DB-5, con
respecto al acido 1-adamantanocarboxilico, debido a interacciones tipo 1T, mas
fuertes que interacciones tipo Van der Waals entre moléculas saturadas y la

columna cromatografica.
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Figura 119. Perfiles cromatograficos obtenidos por GC-FID de estandares internos
de 4&cidos carboxilicos con y sin derivacion (metilacion), columna DB-5
30 m x 025 mm x 0.25 pm). AADAMC-Me: éster metilico del
acido 1l-adamantanocarboxilico. AADAMC: acido 1-adamantanocarboxilico. A6PH-

Me: éster metilico del &cido 6-fenilhnexanoico. A6PH: acido 6-fenilhexanoico.
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En los perfiles cromatograficos de los ésteres metilicos de los materiales de
referencia, se observaron picos adicionales, posteriores a la elucién de los
estdndares internos metilados. En la Figura 120, se muestra el perfil
cromatografico del blanco de procedimiento de derivacion de los estandares
internos. Entre 28-32 min, se observan algunos picos cromatogréaficos, que no
corresponden a productos secundarios de derivacion de los estandares, debido a
qgue en el blanco de procedimiento estan presentes. En los perfiles obtenidos se
corrobora la reaccion completa del grupo funcional acido carboxilico al

correspondiente metiléster.
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Figura 120. Perfiles cromatograficos obtenidos por GC-FID de estandares internos
de 4&cidos carboxilicos con y sin derivacibn (metilacién) y blanco de
procedimiento, columna DB-5 (30m x 0.25 mm x 0.25 um). AADAMC-Me: éster
metilico del &cido 1-adamantanocarboxilico. A6PH-Me: éster metilico del acido 6-

fenilhexanoico.
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5.9.8. Condiciones de elucion en columna de fraccionamiento selectivo. En
el fraccionamiento propuesto para la determinacién de acidos nafténicos en crudo
C-GQ-1, se obtienen dos fracciones. La primera (F1), diclorometano (3 mL) que
eluye compuestos saturados, aromaticos y algunos de mayor peso molecular
(resinas o asfaltenos). La fraccion F2, fue eluida bajo el principio de deprotonacion
de moléculas tipo acido carboxilico en presencia de una base fuerte. De acuerdo
con la Figura 121, se observa el efecto sobre la abundancia de pico
cromatografico del solvente etanol o metanol, modificado con NaOH (1% p/v). La
abundancia de pico observada en el perfil cromatografico, fue mayor al eluir con

metanol.
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Figura 121. Perfiles cromatograficos obtenidos por GC-FID de estandares internos
de &cidos carboxilicos derivados (metilacion) en la fraccién obtenida con metanol y
etanol modificados con hidroxido de sodio 1% p/v, columna DB-5 (30m x 0.25 mm
X 0.25 pm). AADAMC-Me: éster metilico del acido 1-adamantanocarboxilico.

AB6PH-Me: éster metilico del acido 6-fenilhexanoico.
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El volumen para la elucion selectiva de los compuestos tipo acido carboxilico del
crudo fraccionado en columna, se determind mediante el porcentaje de
recuperacion de los estandares internos &cido l-adamantanocarboxilico
(AADAMC) y acido 6-fenilhexanoico (A6PH), inicialmente en la muestra de crudo
C-GQ-1. En la Figura 125, se muestra el comportamiento obtenido para la elucién
de la fraccion F2, con diferentes volimenes (0.5 — 6 mL) de NaOH 1% p/v
(metanol). AADAMC y A6PH, tuvieron porcentajes de recuperacion superiores al
86 %. Respecto al volumen de elucion de la fraccion polar F2, entre 1.7 — 6 mL de
la solucién de hidroxido de sodio 1% p/v (metandlica) se obtuvieron porcentajes de
recuperacion entre 86 y 105 por ciento, sin diferencias significativas en el rango.
Asi, cualquier volumen comprendido entre 1.7 — 6 mL, permite la elucion de

compuestos acido carboxilico saturados y aromaticos.
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Las condiciones de fraccionamiento selectivo encontradas, permitieron obtener
porcentajes de recuperacion entre 67 y 133% para los estandares internos de
acidos carboxilicos. Sin embargo, en la Figura 122, se observa la presencia de

algunas interferencias en la regién de 27-34 min.

Figura 122. Perfiles cromatogréficos obtenidos por GC-FID de fraccion F2
metanodlica con modificador obtenida a partir del crudo C-GQ-1 enriquecido con
estandares internos de acidos carboxilicos derivados (metilacion), columna DB-5
(30m x 0.25 mm x 0.25 pm). AADAMC-Me: éster metilico del acido

1-adamantanocarboxilico. A6PH-Me: éster metilico del 4cido 6-fenilhexanoico.
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La formacion de carboxilatos mediante el tratamiento con base fuerte
(NaOH 1% p/v) de é&cidos carboxilicos en soluciobn acuosa, fue la estrategia
utilizada para la limpieza o clean-up de las fracciones F2 obtenidas para las
diferentes muestras de crudo. Los perfiles cromatograficos mostrados en
la Figura 123, indican una disminucion sustancial de las interferencias sefialadas
anteriormente, sin afectar los porcentajes de recuperacion de los ISTD de acidos

carboxilicos, que estuvieron entre 92 y 94%.
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La limpieza de las fracciones F2 se realizO por disolucion en diclorometano,
posteriormente se adicion6 agua tipo | al medio. En la fase organica,
presumiblemente fueron disueltas las interferencias responsables de la coloracion.
La cantidad remanente de hidroxido de sodio en medio acuoso, disolvio las
moléculas tipo acido nafténico. El ajuste de pH < 2, y posterior extraccion con
diclorometano y n-hexano, y finalmente reconstitucion en formiato de amonio
5 Mm en metanol, permiti6 obtener extractos (vease Figura 124) que no

contaminaran el equipo UHPLC-Orbitrap-MS.

Figura 123. Perfiles cromatogréficos obtenidos por GC-FID de fraccion F2
metandlica con modificador (clean-up) obtenida a partir del crudo C-GQ-1
enriquecido con estandares internos de acidos carboxilicos derivados (metilacién),
columna DB-5 (30m x 0.25 mm x 0.25 pm). AADAMC-Me: éster metilico del &cido

1-adamantanocarboxilico. A6PH-Me: éster metilico del 4cido 6-fenilhexanoico.
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Figura 124. Cambios en la coloracion de la fraccion F2 (A), y después (B) del

procedimiento de limpieza.
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Figura 125. Recuperacion de estandares internos de Aacidos carboxilicos

derivados (metilacién) en la fraccion F2 a partir de la muestra de crudo C-GQ-1

enriguecida en 3 ppm y fraccionada selectivamente mediante diferentes

volumenes de elucion con hidréxido de sodio 1% p/v (metanol), n=2.

140

120

Recuperacién, %

-

N B [o} [0} o
o o o o o

o

i

— —

* AADAM-Me

3 4
Volumen, mL

6

7

Recuperacion, %

140

120

=
o
o

o]
o

D
o

N
o

N
o

o
I

A6FH-Me

4

Volumen, mL

La gravedad API de los crudos, prescinde de diferentes valores de fluidez y

solubilidad en solventes organicos. Las curvas de recuperacion de los estandares

internos acidos carboxilicos (AADAMC y A6PH), se determinaron para muestras

de crudo con diferente valor de gravedad API. En las Figuras 126 y 127, se

muestra que el comportamiento es semejante al crudo C-GQ-1, siendo 1.7 — 6 mL
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de la solucién de hidroxido de sodio 1% p/v (metandlica), el rango de volumenes

de elucion que permitié recuperacion entre 67 y 133 porciento.

Figura 126. Recuperacion de estandares internos de acidos -carboxilicos

derivados (metilacion) en la fraccion F2 a partir de la muestra de crudo C-GL-1

enriquecida en 3 ppm Yy fraccionada selectivamente mediante diferentes

volumenes de elucion con hidroxido de sodio 1% p/v (metanol), n=2.

140

120

Recuperacion, %

iR

NS @ ® O
o o o o o

o

120
100 | - I
} [ i I
1 * o
1 X 80 i
c
i !
© 60
! g
]
Q 40
©
20
+ AADAM-Me A6FH-Me
———oo— . . . . . 0+ T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 6
Volumen, mL Volumen, mL

Figura 127. Recuperacion de estandares internos de acidos carboxilicos

derivados (metilacién) en la fraccion F2 a partir de la muestra de crudo C-GTQ-22

enriquecida en 3 ppm Yy fraccionada selectivamente mediante diferentes

volimenes de elucion con hidréxido de sodio 1% p/v (metanol), n=2.
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Figura 128. Perfiles cromatogréficos obtenidos por GC-FID de fraccion F2
metandlica con modificador de crudos de diferentes gravedad API°, enriquecidos
con estandares internos de acidos carboxilicos derivados (metilacion), columna
DB-5 (30m x 0.25 mm x 0.25 pum). AADAMC-Me: éster metilico del acido
1-adamantanocarboxilico. A6PH-Me: éster metilico del acido 6-fenilhexanoico.
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5.10. ANALISIS DE FRACCIONES POLARES POR UHPLC-ORBITRAP-MS

En la Figura 129, se observa la corriente idnica total de la mezcla técnica de
acidos néfténicos de referencia. El perfil incluye todas las relaciones masa sobre
carga (80-1000 u.m.a), para las moléculas deprotonadas en presencia de formiato
de amonio como modificador. De ahi que el perfil no posea picos cromatogréaficos

definidos. Sin embargo, en la Figura 130, se muestra la corriente ionica extraida
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(m/z 255.23241) correspondiente a uno de los acidos nafténicos (C.s, z=0) mas
abundantes en las muestras de crudo. Se observa un pico cromatografico para la
masa exacta extraida de la corriente ionica total obtenida mediante

UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz en modo negativo.

Figura 129. Corriente i6nica total obtenida por UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz

ESI (-) de la mezcla técnica de acidos nafténicos de referencia certificada.
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Figura 130. Fragmentograma de masas [M-H]: 255.23241 (C,6, z=0) obtenido por
UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI” de la mezcla técnica de acidos nafténicos
de referencia certificada.
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Figura 131. Fragmentograma de masas [M-H]: 283.26371 (C.g, z=0) obtenido por
UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI” de la mezcla técnica de acidos nafténicos
de referencia certificada.
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En la Figura 131, se observa el pico cromatografico definido para la el acido
nafténico de 18 atomos de carbono y ninguna deficiencia de hidroégeno (z=0) por
formacion de ciclos. En algunos casos, aparecieron dos 0 tres picos
cromatograficos, debido a la baja concentracion del compuesto acido carboxilico
determinado. Con base en la exactitud entre masas tedrica y experimental se

calculo el parametro Appm; cuyo criterio fue valores menores o iguales que 1.

Figura 132. Fragmentograma de masas [M-H]: 255.23241 (Cis, z=0) obtenidos
por UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI” con diferentes energias HCD (10, 30 y

50 eV) de la mezcla técnica de acidos nafténicos de referencia certificada.
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En el método de analisis de &cidos nafténicos por UHPLC-Orbitrap-MS, no solo se
ajusté el pH, 2 unidades por encima del pKa de los compuestos, sino que se usé
una fase movil (agua y metanol) afin con las caracteristicas estructurales de los
compuestos acidos. En la Figura 132, se muestran las corrientes idnicas de la
mezcla técnica de &cidos nafténicos a tres valores diferentes de higher-energy
collisional disociation (HCD) 10, 30 y 50 eV. Todas las moléculas mostraron mejor
abundancia de pico cromatografico con el uso de una energia de 10 eV. Con base
en la exactitud de masas (Appm) se determinaron los acidos nafténicos y otros
productos de biodegradacion en las muestras de crudo procedentes de la cuenca
Llanos Orientales, Central y VMM.

Figura 133. Relacion de areas cromatograficas (Area/Areayayor) de acidos
nafténicos obtenida por UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI” determinados en la

mezcla técnica de referencia certificada.
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La busqueda de &cidos nafténicos en la mezcla técnica certificada y muestras de
crudo biodegradado, se realizd con base en las masas exactas de las posibles
especies acidas calculadas con la formula general C,Hzn+,O,. En la Figura 133, se

muestra la abundancia normalizada para la mezcla técnica de acidos nafténicos,
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donde los &cidos nafténicos lineales con 15, 17 y 19 atomos de carbono son los
abundantes. Sin embargo, la maxima abundancia corresponde a Ci4, z=-8 y Cyp,

z=-6, respectivamente.

La abundancia de &cidos nafténicos sin deficiencia de hidrogeno (z=0) observada
en la Figura 134, es la mas alta entre las muestras de crudo analizadas por
UHPLC-Orbitrap-MS. La abundancia de acidos nafténicos entre C1,-C;7 es la mas
alta, y en menor proporcion, con deficiencia de z=-2,-4 y -6. Sin embargo, efectos
de biodegradacion son notorios en la muestra de crudo C-GL-1 (Figura 135), en el
que compuestos acido carboxilicos lineales (z=0) disminuyen notoriamente, y

abundan Cqg, z=-12.

Figura 134. Relacion de areas cromatograficas (Areaj/Areayayo) de &cidos
nafténicos obtenida por UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI” determinados en la
fraccion F2 del crudo C-GQ-1.
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Figura 135. Relacion de

nafténicos obtenida por UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI” determinados en la

fraccion F2 del crudo C-GL-1.
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Figura 136. Relacion de

nafténicos obtenida por UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI” determinados en la

fraccion F2 del crudo C-LI-107.
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En la Figura 136, se observa la abundancia normalizada de las especies O, para
la muestra C-LI-107 procedente de la cuenca VMM, que comparada con la
muestra de crudo C-GL-1, tiene menor nivel de biodegradacion (mayor indice
A/C). Es notoria la mayor concentracion de acidos nafténicos (z=0, -2, -4y -6) y
concuerdan con la presencia del &cido nafténico C,g, z=-12. Por el contrario, la
muestra procedente de la cuenca Cordillera Central, C-MSTB, mostré6 una
distribucion normalizada (Figura 137) semejante para todas las especies de
acidos nafténicos entre C11y C17 (z= 0, -2 y -4). Sin embargo, la abundancia de
las especies diferentes a z=0, es mayor con respecto al resto de las muestras que

permite inferir la mayor biodegradacion del conjunto de muestras.

Figura 137. Relacion de areas cromatograficas (Area/Areayayo) de acidos
nafténicos obtenida por UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI” determinados en la

fraccion F2 del crudo C-MSTB.
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Del grupo de muestras procedentes de la cuenca Llanos Orientales, las muestras
C-GTQ-22 y C-Ch-170, muestran perfiles semejantes para la abundancia de
especies O,. Sin embargo, el indice A/C calculado para la muestra de crudo
C-GTQ-22 (0.53) es mayor con respecto al crudo C-Ch-170 (0.43). De hecho en la

Figura 138, se aprecia una mayor proporcion de los acidos nafténicos (z=0) en la
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muestra de crudo C-GTQ-22, con respecto a la abundancia de acidos nafténicos

mostrada para el crudo méas biodegradado (Figura 139).

Figura 138. Relacion de areas cromatograficas (Area/Areayayo) de &cidos
nafténicos obtenida por UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI” determinados en la
fraccion F2 del crudo C-GTQ-22.
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Entre las muestras de crudo analizadas, C-R-444; C-R-147 y C-R-357,
presentaron valores de relacion A/C similares, 0.39, 0.39 y 0.43, respectivamente.
Los perfiles de abundancia de &cidos nafténicos en funcion del valor z, muestran
similitud, segun se muestra en las Figuras 137-139. La coherencia de valores
para una misma zona petrolifera, permite correlacionar conexiones en los
diferentes puntos muestreados del campo petrolifero; probablemente con una roca

generadora en comun.
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Figura 139. Relacion de

nafténicos obtenida por UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI” determinados en la

fraccion F2 del crudo C-Ch-170.

—

i
(=}

@ K~ v un
o © S o o

‘okeNgary/'eary

Deficiencia
de hidrégeno

14)

10

Numero de atomos de carbono

togréficas (Areai/Areayayor) de acidos

areas croma

7

Figura 140. Relacion de

nafténicos obtenida por UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI” determinados en la

fraccion F2 del crudo C-R-444.
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tograficas (Areai/Areamayor) de acidos

areas croma

nafténicos obtenida por UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI” determinados en la

Figura 141. Relacion de
fraccion F2 del crudo C-R-147.
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La abundancia de acidos nafténicos, para la segunda muestra con menor indice
de biodegradacion A/C (Figura 143), despues de C-LI-107, fue el crudo C-R-807,
con un valor de A/C igual a 0.75. La muestra C-R-807, pertenece al grupo de
crudos procedentes del campo petrolifero de muestras C-R-444; C-R-147
y C-R-357. Probablemente, la profundidad a la que se encuentra el crudo C-R-807
es mayor con respecto a las muestras C-R-444; C-R-147 y C-R-35, debido a
condiciones que disminuyan procesos de biodegradacion, tales como temperatura,
presion, disponibilidad en el micro-cosmos de algunos compuestos inorganicos
como nitritos y sulfatos, que favorecen el proceso redox por parte de comunidades

bacterianas, principalmente bacterias sulforreductoras (SBR).

Figura 143. Relacion de areas cromatograficas (Area/Areayayo) de acidos
nafténicos obtenida por UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI” determinados en la

fraccion F2 del crudo C-R-807.
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El orden de biodegradacion en las muestras de crudo analizadas es mostrado en
la Tabla 27. De mayor a menor grado de biodegradaciéon: C-MSTB>C-R-147
>C-R-357>C-Ch-170>C-R-444>C-GL-1>C-GTQ-22>C-R-807>C-LI-107.La muestra

de crudo C-GQ-1 mostr6 el valor mas alto de relacion A/C (1.3), al no considerar
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éste valor, existe una tendencia casi lineal para el grupo de muestras con mayor

biodegradacion que C-GQ-1.

Tabla 27. Parametro de biodegradacion A/C de las muestras de crudos

biodegradados fraccionados (F2), clean-up y analizados por UHPLC-Orbitrap-MS

Crudo A/C
C-MSTB 0.18
C-R-147 0.34
C-R-357 0.39
C-Ch-170 0.43
C-R-444 0.43
C-GL-1 0.51
C-GTQ-22 0.53
C-R-807 0.75
C-LI-107 0.77
C-GQ-1 1.26

En la Figura 144, se muestra la distribucion de otros productos de biodegradacion
diferentes a especies con formula molecular C,H2n,O2, cuya formacion se ha
demostrado a partir de degradacién de hidrocarburos poliaromaticos presentes en
el crudo. En la Figura 145, se observan los productos de biodegradacion mas
abundantes en las muestras de crudo procedentes de la cuenca Llanos Orientales,
Central y VMM, del grupo de muestras analizadas.
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Figura 144. Productos de biodegradacion diferentes a acidos nafténicos
determinados por UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI" en los crudos

biodegradados procedentes de la cuenca Llanos Orientales, VMM y Central.
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El producto (I), férmula molecular C14H240,, fue determinado Unicamente en la
muestra de crudo C-LI-107. En la muestra de crudo C-GL-1, que habia mostrado
un nivel de biodegradaciéon intermedia (A/C= 0.51), se determind el producto de
biodegradacion (II) con férmula molecular Ci5H1204; también presente en las
muestras de crudo C-MSTB, C-Ch-170, y C-R-807. Sin embargo, en la muestra
que se determin6 mayor grado de biodegradacion (CMSTB, A/C=0.18), se
encontré mayoritariamente un tercer compuesto con férmula molecular C;3HgO3
(producto Il1). El producto (V) Ci13H100 fue comun a todas las muestras de crudo
biodegradado, excepto C-R-357 y C-GQ-1.

En el Anexo 5, se observan las abundancias de algunos de los productos de
biodegradacion del crudo, diferentes a acidos nafténicos. La abundancia de pico
es ligeramente mayor, al igual que en acidos nafténicos, con una energia de
colisiones (HCD) de 10 eV.
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Figura 145. Productos de biodegradacion determinados mediante
UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI" en las muestras crudo biodegradado. I.
C14H240, [M-H]: 223.16980. II. C15H1204 [M-H]: 255.06573. lll. C13HgO3 [M-H]:
211.03952. IV. Cy3H100 [M-H]: 181.06534.
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6. CONCLUSIONES

El fraccionamiento de crudo biodegradado en columna de elucidn con gel de silice
y la mezcla de n-hexano-diclorometano permiti6 obtener fracciones, ricas en
biomarcadores aromaticos. En la fraccion saturada obtenida, pristano y fitano, se
concentraron usando la zeolita ZSM-5, gel de silice y ciclohexano, removiendo un
99.9 % de n-parafinas.

Transiciones en modo de adquisicion MRM de iones precursores e iones producto
se usaron para el andlisis de por GC-MS con triple cuadrupolo de dibenzotiofenos,
naftalenos, fenantrenos, benzohopanos y bifenilos.Los esteranos monoaromaticos,
triaromaticos y metiltriaromaticos, se determinaron selectivamente en mezclas
complejas, usando transiciones entre iones-fragmento caracteristicos, y una

energia de colisiones activadas de 10 eV.

Con base en la cantidad de esteroides monoaromaticos, metildibenzotiofenos,
9-metilfenantreno, 1-metilfenantreno y la correlacion DBT/PHEN Vs Pr/Ph, se logré
establecer que las muestras de crudo biodegradado analizadas, se habian
originado en rocas madre siliciclasticas y carbonaticas, por depositacién de

materia organica marina en un ambiente semiprofundo somero.

Por fraccionamiento en columna de elucién, se aislaron selectivamente los acidos
nafténicos de las muestras de crudo biodegradado. Los acidos se analizaron por
UHPLC-Orbitrap-MS, usando la energia de 10 eV en la celda de colisiones
activadas, el voltaje de capilar -3.5 kV y 5 mM de formiato de amonio como

modificador en la fase movil.
Las relaciones de &cidos nafténicos aciclicos y ciclicos (A/C), determinadas con

base en las areas de picos cromatograficos obtenidos por UHPLC-Orbitrap-MS,

permitieron clasificar las muestras de crudo, desde las mas biodegradadas con un
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indice A/C= 0.18 hasta las menos biodegradadas, con un indice de
biodegradacion 1.26.
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ANEXO 1

Tabla 1. Estructura quimica de los iones seleccionados para el analisis de

biomarcadores aromaticos por GC-MS/SIM.

lon
seleccionado Familia Estructura
(m/z)
57* Alifaticos [C4Ho]"
85* Alifaticos [C6H13]+
_‘ o+
128 Naftalenos
m/z 133
133 Fenilalcanos
“..‘.
142 Metilnaftalenos

214



lon

seleccionado Familia Estructura
(m/z)

_‘ o+

156 Dimetilnaftalenos .

_\.,,
Bifenilo
168 o
monosustituido
170 Trimetilnaftalenos +

4
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lon

seleccionado Familia Estructura
(m/z)
_‘ o+
Hidrocarburo
178 aromatico policiclico
(PAH)
m/z 183
183 PAH <
“ -+
Tetrametilnaftalenos
184

y benzotiofenos
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lon

seleccionado Familia Estructura
(m/z)
m/z 1
191 Benzohopano
198 Benzotiofenos
S
206 PAH

%8
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lon

seleccionado Familia Estructura
(m/z)
R
| m/z231
HaC ‘L
Esteroides
231 _ -
triaromaticos
El fragmentograma m/z 239 de la fraccion
de hidrocarburos monoaromatica se ha
usado como fingerprint para para
correlaciones crudo-roca y crudo-crudo.
Esteroide Probablemente, las estructuras son
239 monoaromatico esteroides monoaroméaticos que tienen
una pérdida de un grupo metileno del
nacleo, y algunos pueden tener
reordenamientos a antrasteroides
aromaticos.
R
_1245
Esteroides
245

triaromaticos
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lon
seleccionado Familia Estructura
(m/z)

z‘J

252 PAH
R
HsC | 253
Esteroide
253

monoaromatico

I
g i )
O

*Los iones corresponde a compuestos alifaticos, se usan para asegurar la
separacion de los hidrocarburos saturados de la fracciébn aromatica.
R: Cadena alquilica, eg. CHs.
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ANEXO 2

Figura 1. Corriente idnica extraida (m/z 142) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccion aromética de crudo C-GQ-1, columna DB-5MS
(60mx0.25mmx0.25um), MSD (El, 70 eV). 1. N2M ( 2-Metilnaftaleno). 2. N1M (1-
Metilnaftaleno).
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Figura 2. Corriente ionica extraida (m/z 156) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccibn aromatica de crudo, muestra C-GQ-1, columna DB-5MS
(60mx0.25mmx0.25um), MSD (El, 70 eV). 1. N2E (2- Etilnaftaleno). 2. N1E (1-
Etilnaftaleno). 3. N26DM (2,6-Dimetilnaftaleno). 4. N27DM (2,7-Dimetilnaftaleno). 5
N1317DM (1,3+1,7)-Dimetilnaftalenos. 6. N16DM (1,6-Dimetilnaftaleno). 7. N14DM
(1,4-Dimetilnaftaleno). 8. N15DM (1,5-Dimetilnaftaleno). 9. N12DM (1,2-

Dimetilnaftaleno).
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Figura 3. Corriente ionica extraida (m/z 168) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccibn aromatica de crudo, muestra C-GQ-1, columna DB-5MS
(60mx0.25mmx0.25um), MSD (El, 70 eV). 1. BP3M (3-Metilbifenilo). 2. BP4M (4-
Metilbifenilo).
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Figura 4. Corriente ionica extraida (m/z 170) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccibn aromatica de crudo, muestra C-GQ-1, columna DB-5MS
(60mx0.25mmx0.25um), MSD (El, 70 eV). 1. BB_EMN (Etil-metilnaftaleno). 2.
AB_EMN (Etil-metilnaftaleno). 3. N137TM (1,3,7-Trimetilnaftaleno). 4. N136TM
(1,3,6-Trimetilnaftaleno). 5. N146135T (1,4,6 + 1,3,5)-Trimetilnaftaleno. 6. N236TM
(2,3,6-Trimetilnaftaleno). 7. N127M (1,2,7-Trimetilnaftaleno). 8. N167126T (1,6,7 +
1,2,6)-Trimetilnaftaleno. 9. N124TM (1,2,4-Trimetilnaftaleno). 10. N125TM (1,2,5-
Trimetilnaftaleno).
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Figura 5. Corriente ionica extraida (m/z 178) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccibn aromatica de crudo, muestra C-GQ-1, columna DB-5MS
(60mx0.25mmx0.25um), MSD (EI, 70 eV). 1. PHEN (Fenantreno).
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Figura 6. Corriente ionica extraida (m/z 184) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccibn aromatica de crudo, muestra C-GQ-1, columna DB-5MS
(60mx0.25mmx0.25um), MSD (EI, 70 eV). 1. 1357(1,3,5,7-Tetrametilnaftaleno). 2.
1367 (1,3,6,7-Tetrametilnaftaleno). 3. 1247 (1,2,4,7 + 1,246 + 1,4,6,7)-
Tetrametilnaftalenos. 4. 1257 (1,2,5,7-Tetrametilnaftaleno). 5. 2367 (2,3,6,7-
Tetrametilnaftaleno). 6. 1267 (1,2,6,7-Tetrametilnaftaleno). 7. 1237 (1,2,3,7-
Tetrametilnaftaleno). 8. 1236 (1,2,3,6-Tetrametilnaftaleno). 9. 1256 (1,2,5,6-

Tetrametilnaftaleno). 10. DBT (Dibenzotiofeno).
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Figura 7. Corriente ionica extraida (m/z 191) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccibn aromatica de crudo, muestra C-GQ-1, columna DB-5MS
(60mx0.25mmx0.25um), MSD (EI, 70 eV). 1. BH32 (C32 Benzohopano). 2. BH33
Benzohopano. 3. BH34 (C34 Benzohopano). 4. BH35 (C35 Benzohopano).
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Figura 8. Corriente ionica extraida (m/z 192) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccibn aromatica de crudo, muestra C-GQ-1, columna DB-5MS
(60mx0.25mmx0.25um), MSD (EI, 70 eV). 1. P3M (3-Metilfenantreno). 2. P2M (2-
Metilfenantreno). 3. P9M (9-Metilfenantreno). 4. P1M (1-Metilfenantreno).
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Figura 9. Corriente i6nica extraida (m/z 198) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccibn aromatica de crudo, muestra C-GQ-1, columna DB-5MS
(60mx0.25mmx0.25um), MSD (El, 70 eV). 1. DBT4M (4-Metildibenzotiofeno). 2.
DBT23M (2+ 3)-Metildibenzotiofenos. 3. DBT1M (1-Metildibenzotiofeno).
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Figura 10. Corriente idnica extraida (m/z 206) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccibn aromatica de crudo, muestra C-GQ-1, columna DB-5MS
(60mx0.25mmx0.25um), MSD (El, 70 eV). 1. P36DM (3,6-Dimetilfenantreno). 2.
P26DM (2,6-Dimetilfenantreno). 3. P27DM (2,7-Dimetilfenantreno). 4. P12390DM
(3,9+3,10+2,10+1,3)-Dimetilfenantrenos. 5. P29DM (2,9-Dimetilfenantreno). 6.
P17DM (1,7-Dimetilfenantreno). 7. P23DM (2,3-Dimetilfenantreno). 8. P19DM (1,9-
Dimetilfenantreno). 9. P18DM (1,8-Dimetilfenantreno). 10. P12DM (1,2-

Dimetilfenantreno).
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Figura 11. Corriente idnica extraida (m/z 231) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccibn aromatica de crudo, muestra C-GQ-1, columna DB-5MS
(60mx0.25mmx0.25um), MSD (EI, 70 eV). 1. TA20 (C20 Esteroide triaromatico
(TAS)). 2. TA21 (C21 TAS). 3. TA26S (C26 20S triaroméatico). 4. TA26R27S (C27
20S + C26 20R triaromatico). 5. TA-DMCa. 6. TA-DMCbh. 7. TA28S (C28 20S
triaroméatico). 8. TA27R (C27 20R triaromético). 9. TA28R (C28 20R triaromético).
10. TA20 (C20 TAS).

Abundancia 1 4
2
18000
16000
14000 10
7
12000 8
10000
3
8000
6000 9
S
2000
0 T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘
85.00 90.00 95.00 100.00 105.00

Tiempo..

229



Figura 12. Corriente idnica extraida (m/z 245) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccibn aromatica de crudo, muestra C-GQ-1, columna DB-5MS
(60mx0.25mmx0.25um), MSD (EI, 70 eV). 1. TA3CS (C27 20S 3-Metil TAS). 2.
TAACS (C27 20S 4-Metil TAS). 3. TA2ES (C28 20S 2-Metil TAS). 4. TASES3CR
(C28 20S 3-Metil y C27 20R 3-Metil TAS). 5. TAAESACR (C28 20S 4-Metil y C27
20R 4-Metil TAS). 6. TADA (Dinosteroide triaromatico a). 7. TA3SS (C29 20S 3-
Metil TAS). 8. TADB (Dinosteroide triaromatico b). 9. TA4SS2ER (C29 20S 4-Metil
y C28 20R 2-Metil TAS). 10. TA3ER (C28 20R 3-Metil TAS). 11. TA4ER (C28 20R
4-Metil TAS). 12. TADC (Dinosteroide triaromético c). 13. TADD (Dinosteroide
triaromatico d). 14. TA2SR (C29 20R 2-Metil TAS). 15. TA3SR (C29 20R 3-Metil
TAS). 16. TADE (Dinosteroide triaromatico €). 17. TA4SR (C29 20R 4-Metil TAS).
18. TADF (Dinosteroide triaromatico f).
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Figura 13. Corriente idnica extraida (m/z 253) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccibn aromatica de crudo, muestra C-GQ-1, columna DB-5MS
(60mx0.25mmx0.25um), MSD (El, 70 eV). No se determind ninguno de estos
biomarcadores: 1. MA21 (C21 esteroide monoaromatico anillo C). 2. MA22 (C22
esteroide monoaromético). 3. MAB27S (C27 Reg 5b(H)10b (CH3)20S). 4.
MAD27S (C27 Dia 10b(H)5b (CH3)20S). 5. MADB27R (C27 Dia 10b(H)5b
(CH3)20R + C27 Reg 5b(H)10b (CH3)20R). 6. MAA27S (C27 Reg
5a(H)10b(CH3)20S). 7. MADB28S (C28 Reg 5b(H)10b (CH3)20S + C27 Dia
10a(H)5b (CH3)20S + C28 Dia 10b(H)5b (CH3)20S). 8. MADB28R (C28 Dia
10a(H)5a (CH3)20R + C28 Reg 5b(H)10b (CH3)20R). 9. MAA29S (C29 Reg
5a(H)10b (CH3)20S). 10. MADB29R (C29 Dia 10b(H)5b (CH3)20R + C29 Reg
5b(H)10b (CH3)20R).11. MAA29R (C29 Reg 5a(H)10b (CH3)20R).
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ANEXO 3

Figura 1. Corriente idnica extraida (m/z 142) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccion aromatica de muestra de crudo biodegradado C-MSTB, columna
DB-5MS (60mx0.25mmx0.25um), MSD (El, 70 eV). 1. N2M ( 2-Metilnaftaleno). 2.
N1M (1-Metilnaftaleno).
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Figura 2. Corriente ionica extraida (m/z 156) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccion aromatica de crudo, muestra de crudo biodegradado C-MSTB,
Boyacda, columna DB-5MS (60mx0.25mmx0.25um), MSD (EI, 70 eV). 1. N2E (2-
Etilnaftaleno). 2. N1E (1-Etilnaftaleno). 3. N26DM (2,6-Dimetilnaftaleno). 4. N27DM
(2,7-Dimetilnaftaleno). 5 N1317DM (1,3+1,7)-Dimetilnaftalenos. 6. N16DM (1,6-
Dimetilnaftaleno). 7. N14DM (1,4-Dimetilnaftaleno). 8. N15DM (1,5-
Dimetilnaftaleno). 9. N12DM (1,2-Dimetilnaftaleno).
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Figura 3. Corriente ionica extraida (m/z 168) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccion aromatica de crudo, muestra de crudo biodegradado C-MSTB,
Boyac4a, columna DB-5MS (60mx0.25mmx0.25um), MSD (ElI, 70 eV). 1. BP3M (3-
Metilbifenilo). 2. BP4M (4-Metilbifenilo).
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Figura 4. Corriente ionica extraida (m/z 170) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccion aromatica de crudo, muestra de crudo biodegradado C-MSTB,
Boyac4a, columna DB-5MS (60mx0.25mmx0.25um), MSD (EI, 70 eV). 1. BB_EMN
(Etil-metilnaftaleno). 2. AB_EMN (Etil-metilnaftaleno). 3. N137TM (1,3,7-
Trimetilnaftaleno). 4. N136TM (1,3,6-Trimetilnaftaleno). 5. N146135T (1,4,6 +
1,3,5)-Trimetilnaftaleno. 6. N236TM (2,3,6-Trimetilnaftaleno). 7. N127M (1,2,7-
Trimetilnaftaleno). 8. N167126T (1,6,7 + 1,2,6)-Trimetilnaftaleno. 9. N124TM
(1,2,4-Trimetilnaftaleno). 10. N125TM (1,2,5-Trimetilnaftaleno).
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Figura 5. Corriente ionica extraida (m/z 178) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccion aromatica de crudo, muestra de crudo biodegradado C-MSTB,
columna DB-5MS (60mx0.25mmx0.25um), MSD (El, 70 eV). 1. PHEN

(Fenantreno).
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Figura 6. Corriente ionica extraida (m/z 184) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccion aromatica de crudo, muestra de crudo biodegradado C-MSTB,
columna DB-5MS (60mx0.25mmx0.25um), MSD (El, 70 eV). 1. 1357(1,3,5,7-
Tetrametilnaftaleno). 2. 1367 (1,3,6,7-Tetrametilnaftaleno). 3. 1247 (1,2,4,7 +
1,2,4,6 + 1,4,6,7)-Tetrametilnaftalenos. 4. 1257 (1,2,5,7-Tetrametilnaftaleno). 5.
2367 (2,3,6,7-Tetrametilnaftaleno). 6. 1267 (1,2,6,7-Tetrametilnaftaleno). 7. 1237
(1,2,3,7-Tetrametilnaftaleno). 8. 1236 (1,2,3,6-Tetrametilnaftaleno). 9. 1256
(1,2,5,6-Tetrametilnaftaleno). 10. DBT (Dibenzotiofeno).
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Figura 7. Corriente ionica extraida (m/z 191) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccion aromatica de crudo, muestra de crudo biodegradado C-MSTB,
columna DB-5MS (60mx0.25mmx0.25um), MSD (EI, 70 eV). 1. BH32 (C32
Benzohopano). 2. BH33 Benzohopano. 3. BH34 (C34 Benzohopano). 4. BH35
(C35 Benzohopano).
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Figura 8. Corriente ionica extraida (m/z 192) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccion aromética de crudo, muestra de crudo biodegradado C-MSTB,
Boyacda, columna DB-5MS (60mx0.25mmx0.25um), MSD (El, 70 eV). 1. P3M (3-
Metilfenantreno). 2. P2M (2-Metilfenantreno). 3. P9M (9-Metilfenantreno). 4. P1M
(1-Metilfenantreno).
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Figura 9. Corriente ionica extraida (m/z 198) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccion aromatica de crudo, muestra de crudo biodegradado C-MSTB,
columna DB-5M (60mx0.25mmx0.25um), MSD (El, 70 eV). 1. DBT4M (4-
Metildibenzotiofeno). 2. DBT23M (2+ 3)-Metildibenzotiofenos. 3. DBT1M (1-
Metildibenzotiofeno).
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Figura 10. Corriente idnica extraida (m/z 206) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccion aromatica de crudo, muestra de crudo biodegradado C-MSTB,
columna DB-5MS (60mx0.25mmx0.25um), MSD (El, 70 eV). 1. P36DM (3,6-
Dimetilfenantreno). 2. P26DM (2,6-Dimetilfenantreno). 3. P27DM (2,7-
Dimetilfenantreno). 4. P12390DM (3,9+3,10+2,10+1,3)-Dimetilfenantrenos. 5.
P29DM (2,9-Dimetilfenantreno). 6. P17DM (1,7-Dimetilfenantreno). 7. P23DM (2,3-
Dimetilfenantreno). 8. P19DM (1,9-Dimetilfenantreno). 9. P18DM (1,8-
Dimetilfenantreno). 10. P12DM (1,2-Dimetilfenantreno).
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Figura 11. Corriente idnica extraida (m/z 231) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccion aromatica de crudo, muestra de crudo biodegradado C-MSTB,
columna DB-5MS (60mx0.25mmx0.25um), MSD (El, 70 eV). 1. TA20 (C20
Esteroide triaromético (TAS)). 2. TA21 (C21 TAS). 3. TA26S (C26 20S
triaromatico). 4. TA26R27S (C27 20S + C26 20R triaromatico). 5. TA-DMCa. 6.
TA-DMCb. 7. TA28S (C28 20S triaromético). 8. TA27R (C27 20R triaromético). 9.
TA28R (C28 20R triaromatico). 10. TA20 (C20 TAS).
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Figura 12. Corriente idnica extraida (m/z 245) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccion aromatica de crudo, muestra de crudo biodegradado C-MSTB,
columna DB-5MS (60mx0.25mmx0.25um), MSD (EI, 70 eV). 1. TA3CS (C27 20S
3-Metil TAS). 2. TA4ACS (C27 20S 4-Metil TAS). 3. TA2ES (C28 20S 2-Metil TAS).
4. TASES3CR (C28 20S 3-Metil y C27 20R 3-Metil TAS). 5. TAAES4CR (C28 20S
4-Metil y C27 20R 4-Metil TAS). 6. TADA (Dinosteroide triaromatico a). 7. TA3SS
(C29 20S 3-Metil TAS). 8. TADB (Dinosteroide triaromatico b). 9. TA4SS2ER (C29
20S 4-Metil y C28 20R 2-Metil TAS). 10. TA3ER (C28 20R 3-Metil TAS). 11.
TA4ER (C28 20R 4-Metil TAS). 12. TADC (Dinosteroide triaromatico ¢). 13. TADD
(Dinosteroide triaromatico d). 14. TA2SR (C29 20R 2-Metil TAS). 15. TA3SR (C29
20R 3-Metil TAS). 16. TADE (Dinosteroide triaroméatico e). 17. TA4SR (C29 20R
4-Metil TAS). 18. TADF (Dinosteroide triaromatico f).
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Figura 13. Corriente idnica extraida (m/z 253) obtenida por GC-MS en modo SIM
de la fraccion aromatica de crudo, muestra de crudo biodegradado C-MSTB,
columna DB-5MS (60m x 0.25mm x 0.25um), MSD (EI, 70 eV). 1. MA21 (C21
esteroide monoaromatico anillo C). 2. MA22 (C22 esteroide monoaromatico). 3.
MAB27S (C27 Reg 5b(H)10b (CH3)20S). 4. MAD27S (C27 Dia 10b(H)5b
(CH3)20S). 5. MADB27R (C27 Dia 10b(H)5b (CH3)20R + C27 Reg 5b(H)10b
(CH3)20R). 6. MAA27S (C27 Reg 5a(H)10b(CH3)20S). 7. MADB28S (C28 Reg
5b(H)10b (CH3)20S + C27 Dia 10a(H)5b (CH3)20S + C28 Dia 10b(H)5b
(CH3)20S). 8. MADB28R (C28 Dia 10a(H)5a (CH3)20R + C28 Reg 5b(H)10b
(CH3)20R). 9. MAA29S (C29 Reg 5a(H)10b (CH3)20S). 10. MADB29R (C29 Dia
10b(H)5b (CH3)20R + C29 Reg 5b(H)10b (CH3)20R).11. MAA29R (C29 Reg
5a(H)10b (CH3)20R). Los biomarcadores 2 al 11 no se determinaron en la

muestra de crudo biodegradado mina Santa Teresa (superficie), Boyaca.
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ANEXO 4

Tabla 1. Estructura quimica de productos de la biodegradacion de crudo para el

analisis por UHPLC-Orbitrap-MS (modo negativo).

Formula
Estructura Masa [M-H] , u.m.a
molecular
Lb CeH120> 139.07590
L& CoH140, 153.09155
% C11H1502 181.12285
L& CoH1402 153.09155
COOH
\\% C14H240, 223.16980
COOH
%ﬁ CoH1402 153.09155
@ CoH1402 153.09155
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Férmula

Estructura Masa [M-H] , u.m.a
molecular
@ C10H1602 167.10720
OjLCOOH C10H1602 167.10720
E& C10H1602 167.10720
HOOC
E& Ci11H1502 181.12285
HOOC
181.12285
Oij/ C11H150;
195.13850
C12H2002
coon 209.15415
Ci3H220;
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Tabla 2. Estructura quimica de biomarcadores aromaticos biodegradados para el
analisis por UHPLC-Orbitrap-MS (modo negativo).

Férmula
Estructura Masa [M-H]’, u.m.a
molecular
O‘% Ci6H100; 233.06025
(T 1) CuHuO 247.07590
N \ C16H1004 265.05008
H C13HgOa 211.03952
C16H1204 267.06573
C14HgO3 223.03952
0.0 Ci3H100 181.06534
CQ C16H1002 233.06025
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Férmula

Estru:tucr: molecular Masa [M-H]’, u.m.a
C16H1204 267.06573
C16H1204 267.06573
C13HsO2 195.04460
C16H120: 235.07590
-
" on C16H1002 233.06025
D
-
C16H1004 265.05008
-
OOH C15H100> 221.06025
v,
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Férmula

Estructura Masa [M-H]’, u.m.a
molecular
C15H1204 255.06573
C14H100> 209.06025
CeHsO2 109.02895
CgHgO> 147.04460
CyoH1405 285.09155
OO‘O CooH1204 315.06573
°° CaoH1204 315.06573
r O“O CooH1204 315.06573
\D Ho'

‘O C17H12,05 247.07590

Q
&

249



ANEXO 5

Figura 1. Fragmentogramas de masas [M-H]: 211.03952 (C,3HgO3) obtenidos por
UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI™ con diferentes energias HCD (10, 30 y 50

eV) de la fraccion F2 con clean-up de la muestra C-MSTB.

RT: 0.00-12.01 SM: 7G

NL: 1.05E5
m/z=211.03846-211.04058 F:
FTMS - p ESI Full ms
[80.0000-1000.0000] MS
Genesis FracPolarStaTeresa

NL: 1.21E5
m/z=211.03846-211.04058 F:
FTMS - p ESIFull ms2
1000.0000@hcd10.00
[80.0000-1000.0000] MS
Genesis FracPolarStaTeresa

NL: 3.98E4
m/z=211.03846-211.04058 F:
FTMS - p ESIFull ms2
1000.0000@hcd30.00
[80.0000-1000.0000] MS
Genesis FracPolarStaTeresa

NL: 4.18E3
m/z=211.03846-211.04058 F:
FTMS - p ESI Full ms2
1000.0000@hcd50.00
[80.0000-1000.0000] MS
Genesis FracPolarStaTeresa

RT:7.73
100 AA: 500945
80
60
40
20
0 RT-7.73
100 AA: 595526
80
60
40
20 JL
0 RT7.72
100 AA: 199250
80
60
40
20
0 RT 783
100 AA: 22181
80
60
0 e
20
OI""I""I""I""I""I'"'I""I""I""I""I""I""I
3 4 5 6 7 8 9 10 11

Time (min)
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Figura 2. Fragmentogramas de masas [M-H]: 181.06534 (C13H;100) obtenidos por
UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI” con diferentes energias HCD (10, 30 y 50

eV) de la fraccidén F2 con clean-up de la muestra C-MSTB.

RT: 0.00-12.01 SM: 7G

RT. 6.37 NL: 4.37E3
100 AA: 20894 m/z=181.06443-181.06625
F: FTMS - p ESIFull ms
80 [80.0000-1000.0000] MS
Genesis FracPolarStaTeresa
60
40
20
0 RT:. 6.38 NL: 1.43E4
100 MA: 67071 m/z=181.06443-181.06625
F: FTMS - p ESIFull ms2
80 1000.0000@hcd10.00
[80.0000-1000.0000] MS
60 FracPolarStaTeresa
40 6.49
20
7.32
0 h M
NL: 1.00E3
100 7.30 m/z=181.06443-181.06625
F: FTMS - p ESI Full ms2
80 7.98 1000.0000@hcd30.00
RT: 6.36 [80.0000-1000.0000] MS
60 MA: 2153 FracPolarStaTeresa
40
20
0 NL: 3.73E3
100 7.79 m/z=181.06443-181.06625
F: FTMS - p ESI Full ms2
80 1000.0000@hcd50.00
[80.0000-1000.0000] MS
60 FracPolarStaTeresa
40 7.94
20 7.48 \ A
O|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
3 4 5 6 7 8 12
Time (min)
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Figura 3. Fragmentogramas de masas [M-H]: 255.06573 (C15H1,04) obtenidos por
UHPLC-Orbitrap-MS con interfaz ESI” con diferentes energias HCD (10, 30 y 50

eV) de la fraccién F2 con clean-up de la muestra C-MSTB.

RT: 0.00-12.01 SM: 7G

RT:7.97 NL: 4.42E4
100 AA: 215523 m/z= 255.06445-255.06701 F:
FTMS - p ESIFull ms
80 [80.0000-1000.0000] MS
Genesis FracPolarStaTeresa
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20 k
0 = “RT: 7.97 NL: 5.24E4
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FTMS - p ESI Full ms2
80 1000.0000@hcd10.00
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60 Genesis FracPolarStaTeresa
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0 “TRT. 7.98 NL: 1.35E3
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FTMS - p ESIFull ms2
80 1000.0000@hcd30.00
[80.0000-1000.0000] MS
60 Genesis FracPolarStaTeresa
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0 NL: 0
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FTMS - p ESIFull ms2
80 1000.0000@hcd50.00
[80.0000-1000.0000] MS
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