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Resumen

La determinacién de fésiles quimicos (biomarcadores) en el petréleo constituye un reto analitico
formidable, porque requiere la deteccién y la cuantificacién de moléculas especificas, presentes en
cantidades a nivel de trazas, en mezclas de hidrocarburos altamente complejas. En este articulo, se
resaltan algunos resultados de importancia para la geoquimica organica, que han sido posibles gracias al
uso de la espectrometria de masas como sistema de deteccion, altamente sensible y selectivo, en conjunto
con la alta resolucién que alcanzan la cromatografia de gases monodimensional y la cromatografia
de gases completa (GC x GC). Se han seleccionado ejemplos representativos de estudios recientes de
biomarcadores en la geoquimica ambiental y en la geoquimica del petréleo.
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Gas chromatography — mass spectrometry as a highly selective
tool to characterize chemical fossils in petroleum

Abstract

Petroleum molecular fossil (biomarker) determination constitutes a formidable analytical challenge,
because it demands detecting and quantifying specific trace-level molecules within highly complex
hydrocarbon mixtures. This article highlights certain results of importance to organic geochemistry,
which have been possible thanks to the use of mass spectrometry as a highly sensitive and selective
detection system, in conjunction with the high resolution provided by one-dimensional or comprehensive
(GC x GC) gas chromatography. Representative examples of recent biomarker studies in petroleum and
environmental geochemistry have been selected.
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1 Introduccién

En la formacién del petréleo, como resultado
del aumento de temperatura y presion durante el
enterramiento de material vegetal y animal, las
biomoléculas sufren transformaciones quimicas
diversas por degradaciéon microbiana, polimeri-
zacion y/o condensacion. El resultado general es
una mezcla de sustancias de alto peso molecular
que, en conjunto, se denomina querdgeno. Su
fraccion soluble en solventes organicos se conoce
como bitumen y constituye, eventualmente, la
fuente de petrdleo y gas natural'’l. En estudios
realizados en la década de los 60 sobre las trans-
formaciones de las biomoléculas hacia la mezcla,
que se conoce como petroleo, se buscaron rela-
ciones moleculares “precursor — producto”?. Se
encontraron varios tipos de moléculas, llamadas
“fésiles quimicos”, marcadores bioldgicos o bio-
marcadores, que poseen una relacion bastante
estrecha con sus precursores biologicos, por
tener una estructura molecular casi inalterada, o
con diferencias, que pueden ser explicadas por
ciertos mecanismos quimicos, y que, a su vez,
proporcionan informacién sobre diversos pro-
cesos geoldgicos®. Segun su naturaleza quimica,
dentro de los biomarcadores reportados en la
literatura cientifica, se distinguen alcanos linea-
les y ramificados, isoprenoides, sesquiterpenos,
diterpenoides, terpanos triciclicos y tetraciclicos,
esteranos, hidrocarburos aromdticos y porfiri-
nas, entre otros*.

Una clase importante de fésiles moleculares
la conforman los biomarcadores terpenoides,
que comparten al isopreno (C,), como unidad
estructural, y cuyas rutas biosintéticas poseen
caracteristicas afectadas por eventos evolutivos,
tales como la presencia o no de oxigeno mole-
cular. Multiples investigaciones han establecido
que los hidrocarburos triterpanos pentaciclicos,
con 27 - 35 atomos de carbono, son los rema-
nentes de polioles de estructuras moleculares
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presentes en bacterias (hopanos)®.. Los esteranos
provienen de los esteroles de eucariotas!®. Este
campo de investigacion ha sido bastante activo, y
hoy se dispone de una caracterizacién detallada
de muchos biomarcadores, su conexidon con las
moléculas precursoras y la relacion entre los
eventos geoldgicos y las transformaciones qui-
micas observadas”. The Biomarker Guide, un
libro publicado por Peters y Moldowan en 1993 y
del cual hay una 2° edicidn, es el libro de referen-
cia principal en este campo, pues contiene tanto
la descripcién estructural de los biomarcadores,
como los métodos para su analisis y la informa-
cion de caracter geoquimico que portan'®..

Las ciencias de separacion han jugado un
papel fundamental en las investigaciones y las
aplicaciones sobre biomarcadores del petroleo, ya
que proveen la capacidad para identificar y cuan-
tificar componentes minoritarios (biomarcado-
res) en mezclas sumamente complejas (petréleo
y sus fracciones). La principal herramienta ana-
litica ha sido la cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas. Para muchas aplica-
ciones de clasificacion de crudos o sus fraccio-
nes o comparaciones entre crudos, es posible
alcanzar resultados satisfactorios con la croma-
tografia de gases monodimensional, apoyada
en la selectividad, que se logra con la técnica de
monitoreo de ion(es) seleccionado(s), SIM (por
sus siglas en inglés, Selected Ion Monitoring).
Sin embargo, estudios mas detallados requieren
niveles superiores de resolucion y especificidad.
En unos casos, se ha recurrido a la cromatogratia
completa y a la espectrometria de masas de alta
resolucion. En otros casos, se ha aprovechado
la alta especificidad, que proporcionan algunos
modos de operacidn de espectrometros tandem,
por ejemplo, el triple cuadrupolo (QqQ). Los
articulos de revision de este tema, escritos por
Simoneit® y por Medeiros y Simoneit!’, ofre-

cen una vision amplia de los tipos de biomarca-
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dores y las técnicas cromatograficas usadas para
su caracterizacion. En las siguientes secciones,
se presentan ejemplos recientes de aplicacio-
nes de las técnicas GC-MS, GCxGC-MS/TOF y
GC-MS/MS, para determinar biomarcadores en

el petrdleo o en sus fracciones.

2 La informacién selectiva de la

técnica GC-MS/SIM

Aunque gran parte de las investigaciones
sobre biomarcadores han sido motivadas por
su relevancia para la exploracion del petréleo,
su uso se ha extendido a la geoquimica orga-
nica en general, y se ha encontrado un campo
importante de aplicacidon en estudios de geoqui-
mica ambiental. La identificacién de biomarca-
dores y su cuantificacién por técnicas GC-MS
permiten calcular cocientes entre biomarcado-
res, que han mostrado ser bastante estables, y
se han usado en estudios de impacto ambiental
para distinguir entre diferentes fuentes de hidro-
carburos. Ademas, el analisis isotopico permite
distinguir ente origenes antropogénico y geogé-
nico de los hidrocarburos hallados. La utilidad
de estos cocientes se aprecia en el trabajo de
Fernandez y colaboradores!"!), quienes mostra-
ron que el uso de 1 cociente entre biomarcadores
sesquiterpanos triciclicos, mas 3 cocientes entre
hidrocarburos poliaromaéticos, permitio clasifi-
car correctamente 34 muestras de petrdleo, de
origenes variados, entre 5 grupos, relacionados
con su region de extraccion: los crudos del Mar
del Norte, los de Nigeria, los de Africa del Norte,
los del Medio Oriente y los de otros origenes.
El analisis quimico detallado de la composicién
muestra que, para un mismo campo petrolifero,
existen diferencias entre crudos de pozos cerca-
nos o del mismo pozo, pero extraidos de pro-
fundidades diferentes. En cambio, los cocientes

entre biomarcadores son parametros que varian
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menos, pero contienen, sin embargo, caracteris-
ticas distintivas del crudo, que permiten identi-
ficar su origen. Este uso de los biomarcadores,
para investigar fuentes de hidrocarburos, se
ilustra en el trabajo de Scholz-Béttcher y cola-
boradores!'?, quienes, al identificar y cuantificar
biomarcadores, pudieron distinguir 3 grupos de
hidrocarburos contaminantes, segin sus fuen-
tes, en sedimentos superficiales recogidos en la
costa del sur del Golfo de México. Ademas de
hidrocarburos constituyentes de combustibles
fosiles comerciales, se hallaron distribuciones de
biomarcadores de una filtracion asfaltica cono-
cida en la zona, superpuestas con biomarcadores
resultantes de perforaciones realizadas en depo-
sitos del Cretacico al Terciario. La capacidad de
distinguir estos 3 origenes entre la mezcla com-
pleja de hidrocarburos hallada, descansa en la
posibilidad de diferenciar las sefiales correspon-
dientes a los biomarcadores entre una gran can-
tidad de sefales cromatograficas. Esto es posible
con la técnica GC-MS, por una parte, gracias al
uso de columnas cromatograficas capilares, que
permiten una resoluciéon cromatografica alta vy,
por otra parte, por la operacion del espectrome-
tro de masas en el modo de adquisicion SIM!",
que constituye un filtro altamente selectivo de los
iones caracteristicos, formados en la cdmara de
ionizacion.

El petréleo y sus fracciones son mezclas
complejas en cuyos perfiles cromatograficos,
normalmente, hay regiones denominadas UCM
(por sus siglas en inglés, Unresolved Complex
Mixture), que involucran una cantidad grande
de picos cromatograficos no resueltos (coelu-
cién). La region, que se presenta expandida en
la Figura 1, contiene un perfil cromatografico
obtenido con la técnica GC-MS en modo de bar-
rido completo (full scan) del intervalo de masas
entre m/z 40 y 400, para la fraccién de saturados
del extracto de una muestra de esquistos de la
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(full scan).

formacion La Luna en Giréon (Departamento de
Santander, Colombia). En este perfil, se aprecian
multiples superposiciones de la cantidad grande
de componentes coeluidos, presentes en esta
muestra compleja. Entre este conjunto compli-
cado de senales, representados principalmente
por alcanos, se encuentran los picos cromatogra-
ficos correspondientes a los fosiles moleculares,
estructuras, que sufrieron pocas transformacio-
nes y guardan una similitud grande con las bio-

moléculas originales.

En la Figura 2, se presentan las estructuras
distintivas de hopanos, esteranos y diasteranos,
3 tipos de biomarcadores muy utilizados en la
geoquimica organica. En cada estructura se indi-
can sus fragmentos distintivos, caracteristicos o
“diagndsticos”, que se aprovechan en la técnica
GC-MS/SIM, para obtener fragmentogramas
de masas para cada tipo de biomarcador. En

la Figura 3, aparecen los fragmentogramas de
masas de hopanos y esteranos, obtenidos al utili-
zar, como filtros, las senales de iones en m/z 191
y 217, respectivamente, durante la adquisicion
en modo SIM, para la misma fraccién de satu-
rados del extracto de esquistos de la formacion
La Luna. En comparacién con el perfil cromato-
grafico, obtenido en modo de barrido completo
(Figura 1), estos fragmentogramas constituyen
una “simplificaciéon” considerable, que permite
cuantificar biomarcadores individuales, o con-
juntos completos de biomarcadores, que com-
partan un mismo fragmento “diagnéstico” mole-
cular.

La seleccién de senales (i.e., iones carac-
teristicos), que se logra con la técnica GC-MS/
SIM para biomarcadores, que poseen el mismo
fragmento estructural, ha posibilitado muchos

estudios. En numerosas aplicaciones, cuyo pro-
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posito central es diferenciar las fracciones o los
petroleos de diferentes origenes, o sometidos a
diferentes procesos de modificacion de su com-
posicion, basta con disponer de esta informacion
clasificada, aunque no se haya logrado una sepa-

Esteranos Diasteranos
217 X
P— M
218
H
— M ——259
Hopanos 191 «—r &X
M

Figura 2 Fragmentos moleculares representativos
(iones “diagnéstico”) de 3 tipos de biomarcadores, de
uso muy amplio en la caracterizacién del petréleo.
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racion completa. Para estos casos, los biomar-
cadores, gracias a la informaciéon depurada por
la técnica GC-MS/SIM, han desempefnado un
papel central, como elementos constituyentes de
la “huella digital” en diferentes mezclas de hidro-

carburos.

En el estudio de la contaminacién ambien-
tal, por derrames de petrdleo, el uso de los bio-
marcadores como elementos diferenciadores
ya se encuentra involucrado en normas técni-
cas. Por ejemplo, la norma ASTM D5739-06 se
titula “Practica estandar para la identificacion
de la fuente de derrame de petréleo por croma-
tografia de gases y espectrometria de masas de
baja resolucion de iones positivos e impacto de
electrones”. Aunque existen normas europeas y
norteamericanas al respecto, el tema de la iden-

tificacion de fuentes de petroleo para establecer
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Figura 3 Fragmentogramas de masas para: A. Hopanos (m/z 191) y B. Esteranos (B, m/z 217), presentes en la
fraccién de saturados de un extracto de esquistos de la formacién La Luna en Girén (Colombia). Columna DB5-
MS (60 m x 0.25 mm x 0,25 um). Splitless (V, . 2 uL). GC-MS/MS (QqQ). Modo de adquisicién: SIM.
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“huellas digitales’, que permitan caracterizar
crudos, continua siendo objeto de investigacion

bastante activa.

Empero, persisten discusiones sobre lo sub-
jetivas que puedan ser las comparaciones de los
perfiles cromatograficos, y, para facilitar la toma
de decisiones, se han propuesto algunos proce-
dimientos complementarios!'*. Christensen y
colaboradores!”! utilizaron el método de andlisis
de componentes principales (PCA) para detectar
grupos de crudos similares a partir de datos cro-
matograficos pre-procesados. Los fragmentogra-
mas de masas para el ion en m/z 217 (que selec-
ciona las sefnales de esteranos tri- y tetraciclicos),
fueron los datos originales y su procesamiento
previo consistié en alinear los cromatogramas
para corregir los desplazamientos de los tiempos
de retencion, causados por diferencias instru-
mentales. Aunque se utilizo la técnica GC-MS/
SIM, para obtener un perfil simplificado, cor-
respondiente a un grupo de biomarcadores, el
método no requirié la identificacién y la cuan-
tificacion de biomarcadores especificos. En la
norma ASTM D5739-06, la informacidon basica
se obtiene por GC-MS con operaciéon en modo
de monitoreo de iones seleccionados, SIM. Se
especifican los valores m/z de los iones, que se
monitorearan para 56 biomarcadores particula-
res, dentro de los cuales se incluyen terpanos tri-
ciclicos, hopanos, norhopanos, esteranos, dias-
teranos, colestanos, ergostanos y estigmastanos.
Todos estos son hidrocarburos, que poseen entre
19 y 29 atomos de carbono, que forman estruc-
turas bastante similares de penta- y hexaciclos
condensados, con pequenas diferencias en el tipo
y la posicion de los sustituyentes, cuyos picos
cromatograficos deben estar resueltos sobre la
linea base, para que su cuantificacion sea mas
confiable. Para cumplir esta condicién, durante
la preparacién de la muestra, se hace una sepa-

raciéon en una columna de adsorcién de gel de
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silice activada, por la que se pasa la fracciéon de la
muestra soluble en hexano y diclorometano. Los
biomarcadores, a los que se hace el seguimiento
segiin esta norma, se encuentran en la fraccion
de saturados (obtenida al eluir con hexano), que
se somete a andlisis por GC-MS/SIM. El pro-
grama de temperatura de la columna se ajusta
para lograr la separacion deseada de los picos
de los hidrocarburos saturados, hasta la linea

basel*¢,

Las columnas cromatograficas capilares, que
se emplean en la caracterizacion de biomarca-
dores, son de fase apolar (polidimetilsiloxanos,
fenilpolimetilsiloxanos), por ser esa la naturaleza
general de los biomarcadores. Sin embargo, al
aumentar los campos de aplicacién y la diver-
sidad de biomarcadores de interés, es mayor el
numero de situaciones en las que se requiere el
uso de la fase polar. Tal es el caso de la deter-
minacién de oleanano y lupano. El oleanano es
un triterpenoide pentaciclico, cuya presencia
se interpreta como indicadora del caracter no-
-marino del ambiente de formacién del quero-
geno y como marcador de la contribucion de
plantas superiores terrestres, angiospermas. El
oleanano ayuda a elucidar la edad geolodgica del
querogeno. El lupano también es un triterpano
pentaciclico, derivado probablemente de angios-
permas. No hay muchos reportes de su presen-
cia en el petrdleo, pero, segtin hallaron Nytoft y
colaboradores!'”, la causa puede haber sido que
su pico cromatografico no se resuelve, cuando se
utiliza una columna con fase estacionaria apolar,
y se asigna equivocadamente como un oleanano.
Estos investigadores mostraron que al usar una
fase estacionaria polar se logra la separacion
del lupano, en cuyo espectro de masas aparece
un fragmento en m/z 369, que estd ausente en
el espectro del oleanano. El andlisis de muestras
de diferentes origenes sugiri6 que el lupano esta

asociado con muestras provenientes de latitudes
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altas (Groenlandia, Canada) y se constituye, por
lo tanto, en otro elemento para la caracterizacion

de crudos.

3 La informacién isotépica de los
biomarcadores

En las ultimas dos décadas se ha desar-
rollado un nuevo elemento que permite diferen-
ciar, ttil en el estudio de origenes y edades del
petrdleo, basado en el fraccionamiento isotopico,
que puede suceder durante la fotosintesis, la fija-
ciéon o la asimilaciéon de moléculas pequenas
como dioxido de carbono o metano, por parte
de plantas o microrganismos. En contraste con
procesos fisicos como la disolucion de CO, en
agua, efectos cinéticos de rotura y formacion de
enlaces dan lugar a que las moléculas organicas,
que sufren procesos de degradacion bioldgica y
quimica, posean una disminucion relativa del
isotopo**C. El parametro a supervisar es 6°C,
el cociente entre los contenidos de C y"*C de
una molécula, en relacién con el cociente deter-
minado para una sustancia patrén, segtn la for-
mula 1, en la que el resultado se expresa como
décimas de por cien, o por mil (%o)!"®!. El metano
atmosférico tiene un valor 6*C = -47, mientras
que los crudos de petréleo tienen valores §"°C

entre —15 y -40.

¢
12 C
muestra
12
¢ estdndar

Para el caso del petrdleo, es posible que sus

oC= —1{1000

(1)

componentes provengan de fuentes separadas,
cada uno con diferente historia de formacion y
degradacion. El valor 8" C, que se determina,
representa un valor compuesto. A fin de distin-

guir estas contribuciones, se requiere determinar

Scientia Chromatographica 2012; 4(2):125-138

Stashenko EE, Martinez JR

las composiciones isotdpicas de los constituyen-
tes individuales. Es aqui, cuando las ciencias de

separacion entran a jugar un papel importante.

En la técnica GC-IRMS (por sus siglas en
inglés, Isotope Ratio Mass Spectrometry) el final
de la columna cromatografica se conecta con
una camara, que contiene dxido de cobre (CuO)
o lechos metalicos tales como Cu/Ni/Pt, y se
calienta a 800-900 °C, para lograr la combus-
tion completa de la materia orgdnica. La cor-
riente gaseosa entra al espectrometro de masas,
que selecciona unicamente las sefiales en m/z
44 y 45, lo que permite calcular el cociente §°C
entre las cantidades de”C y'*C, para la mues-
tra y una sustancia de referencia. Un ejemplo
de la resoluciéon adicional, que se logra con el
analisis isotopico, es la comparacion realizada
por Cortés y colaboradores®” de crudos de los
Llanos Orientales (Colombia). Un total de 65
muestras de crudos de 5 yacimientos (Apiay,
Castilla, Chichimene, Cupiagua y Cusiana), se
sometieron a analisis por GC-MS y GC-IRMS,
para obtener cocientes de biomarcadores y valo-
res de 6°C de compuestos individuales. Todas
las muestras se distinguieron por su contenido
relativamente alto de oleanano, que indica un
caracter no-marino del ambiente de formacion
del querdgeno; sin embargo, este dato aislado
no coincidia con lo que sugerian otros cocien-
tes de biomarcadores. Esta fue una indicacién
de la no-homogeneidad del origen geoldgico de
los crudos. La comparacién de los intervalos de
valores de §"°C de los crudos mostr6 que, aun-
que todos provienen del Cretaceo, los campos
de Cusiana y Cupiagua tuvieron contribuciones
de rocas fuente del Terciario. Mientras los valo-
res de 8"°C de los crudos de los campos Apiay,
Castilla y Chichimene estuvieron entre -24,22 y
-32,99, los de Cusiana y Cupiagua, entre -26,01
y =32,72. Los valores de §"*C correspondientes
a n-alcanos, confirmaron el cardcter marino de
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la materia organica de los crudos de Cusiana,
Cupiagua y Apiay, mientras que en los casos de
Castilla y Chichimene el caracter fue marino,

pero con aportes terrestres.

4 El aumento de la resolucién
cromatogréfica con la

cromatografia completa, GC x GC

En algunas investigaciones la resolucion
que se alcanza con la técnica GC-MS/SIM, no
es suficiente para detectar diferencias relativa-
mente pequenas en la composicion de crudos o
sus fracciones. Por ejemplo, en estudios de bio-
degradacion de crudos, o cuando se comparan
muestras tomadas a diferentes profundidades en
el mismo pozo o en pozos colindantes, los perfi-
les cromatogréficos (barrido completo, full scan)
o los fragmentogramas de masas (SIM), son casi
indistinguibles o presentan problemas de inter-
pretacion debido a la superposicion de picos cro-
matograficos (coelucion). En estas situaciones, se
han logrado avances considerables gracias al uso
de la cromatografia completa (Comprehensive
chromatography, GC x GC), en la cual se utilizan
2 columnas cromatograficas con fases estaciona-
rias ortogonales, i.e., apolar y polar o viceversa.
El flujo de la primera columna es fraccionado en
multiples segmentos, que se transfieren consecu-
tivamente a la segunda columna (cromatografia
rapida), que esta conectada a un detector de alta
velocidad de respuesta, normalmente, un espec-
trdmetro de masas con analizador de tiempo
de vuelo (MS-TOF)™!. El resultado es un perfil
cromatografico bidimensional cuyos ejes son los
tiempos de retenciéon en cada columna. En la
segunda dimension, se logran resolver muchos
analitos, que se superponian en la primera colu-

mna (cromatografia monodimensional).

GC-MS de biomarcadores del petréleo

La gran capacidad de resolucion de la cro-
matografia completa queda demostrada en el
trabajo de Tran y colaboradores??. Estos autores
estudiaron muestras de petroleo de diferentes
estados de biodegradacién, asi como muestras
de crudos australianos de edades y procedencias
diferentes. Con la resolucién cromatografica tan
alta, usando las columnas en la secuencia polar-
-apolar, lograron resolver en muestras biode-
gradadas la zona UCM, que en cromatografia
monodimensional aparece como un gran pico
ancho. Encontraron que sus constituyentes son
alifaticos, principalmente, decahidronaftale-
nos con sustituyentes alquilicos. La longitud de
los sustituyentes alquilicos fue corta (C, - C,)
en muestras con poca biodegradacion y mayor
(C, - C), en las muestras con alto nivel de bio-
degradacion. En un estudio similar de las UCM,
que aparecen en los perfiles cromatograficos de
muestras provenientes del sur de la provincia de
Ontario en Canadd, Ventura y colaboradores!®’!
detectaron cierta estructura o estratificacion,
que se manifiesta en el intervalo de tiempos de
retencion, cubiertos por la UCM. La identifica-
cion de sus constituyentes mostrd, que aquellas
UCM, que aparecen con tiempos de retencion de
n-alcanos con 15 a 20 atomos de carbono, estan
formadas principalmente por isdémeros de com-
puestos policiclicos sustituidos y sin sustituyen-
tes y contienen hasta 6 anillos. Las UCM, que
aparecen con tiempos de retenciéon posteriores,
estan formadas por isoprenoides diasteredémeros
arquéicos mono-, bi- y triciclicos, de 36 a 40 ato-

mos de carbono.

Otra situacion, cuando se requiere reso-
lucién cromatografica alta es la indagacion de
posible conectividad entre pozos de extraccion
de petroleo. Si existe comunicacion en el sub-
suelo, la composicion de los crudos debe ser la
misma. Sin embargo, debido a la coelucidn, la

comparacion detallada de 2 crudos no es posible,
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cuando se usa cromatografia monodimensional.
Para demostrar el excelente desemperio de la cro-
matografia completa en este tipo de situaciones,
Ventura y colaboradores?* realizaron el anali-
sis GC x GC-MS/TOF de 4 muestras de crudo.
Dos muestras se tomaron del mismo pozo, a la
misma profundidad, y las otras 2, se recogieron
en 2 pozos diferentes, interconectados por una
frontera sedimentaria porosa. Gracias a que en
el perfil cromatografico bidimensional los picos
cromatograficos aparecen organizados por cla-
ses de sustancias, se pudo lograr claramente, sin
ambigiiedades, la comparacion detallada de las 4
composiciones, segun estas clases o familias de
compuestos. Se confirm6 la concordancia en la
composicion dentro de las 2 parejas de muestras
y se hallaron las diferencias entre las 2 parejas,

segun el contenido de varias clases de sustancias.

Otro resultado importante en el estudio de
biomarcadores, basado en la gran capacidad de
resolucion de la cromatografia completa, fue
la comparacién de crudos de origen lacustre y
marino, hecha por Oliveira y colaboradores®..
Los biomarcadores 3b-metilhopano y onoce-
rano se hallaron solamente en muestras de crudo
de origen lacustre. En las muestras de crudo
marino hubo predominancia de 2a-metilho-
pano, y no se encontr6 onocerano. Asi, este con-
junto de moléculas, distinguibles y facilmente
caracterizables por la cromatografia completa,
GC x GC-MS/TOF, permiten diferenciar las
fuentes de la materia organica. Este mismo grupo
de investigacion utilizé la cromatografia com-
pleta para caracterizar biomarcadores en gaséleo
extrapesado®. Ademas de terpanos y esteranos,
se pudieron detectar hopenos y moretenos y se
resolvieron terpanos triciclicos y pentaciclicos,
que tipicamente coeluyen. Una manifestacion
de la mayor resolucién de la cromatografia com-

pleta fue la identificacién de un 64% mas de ter-

Scientia Chromatographica 2012; 4(2):125-138

Stashenko EE, Martinez JR

panos tri- y tetraciclicos en comparacién con lo
que se habia logrado para la misma muestra con
la técnica GC-MS/SIM.

La aplicacién de la técnica GC x GC-MS/
TOF al andlisis de biomarcadores en crudos
de Brasil permitié detectar, por primera vez,
terpanos tri- y tetraciclicos desmetilados, que
en investigaciones, que usaban cromatograﬁ’a
monodimensional, no se habian podido resol-
ver. Similarmente, se “eliminaron” coeluciones
encontradas previamente, tales como las de
hopanos y esteranos en el fragmentograma de
masas basado en el registro del ion en m/z 217, 0
entre terpanos tri- y pentaciclicos, en el fragmen-

tograma con m/z 191%7).

Eiserbeck y colaboradores®! realizaron un
estudio comparativo de los resultados de la carac-
terizacion de biomarcadores al emplear técnicas
diferentes, i.e., GC-MS, GC x GC y GC-MS/MS,
en extractos de rocas fuente del Artico y del
sudeste asidtico y en crudos del Terciario y ter-
rigenos. Los cocientes de biomarcadores homo-
hopanos tuvieron diferencias entre el 2 y el 10%,
segun la técnica empleada. La gran ventaja de
disponer de la alta resolucién de la cromatogra-
fia completa es que se puede analizar la muestra
de crudo simplemente disuelta en diclorome-
tano, sin fraccionamiento previo. Esto elimina la
incertidumbre sobre la posible transformacion
quimica, que puedan sufrir algunos componen-
tes del crudo (triterpenoides insaturados), al
estar expuestos al campo electrostatico interno
de zeolitas, que se emplean como tamices mole-
culares durante el fraccionamiento. Otra ventaja
de la técnica GC x GC-MS/TOF, que se resaltd
en esta comparacion, fue su capacidad de separar
sustancias que poseen la misma masa molecular,
pero patrones de fragmentacion similares (lo que

impide su distincién por SIM).
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Sin embargo, en aplicaciones, en las que
se buscan familias de biomarcadores o biomar-
cadores especificos, la técnica mas apropiada
es el monitoreo de multiples reacciones, MRM
(por sus siglas en inglés, Multiple Reaction
Monitoring), que se caracteriza por su especifici-

dad muy elevada!™.

5 Alta especificidad con GC-MS/MS

En la Figura 4, se presenta un esquema de
la operacion del triple cuadrupolo (QqQ) en el
modo de monitoreo de multiples reacciones,
MRM. Los iones seleccionados, con una masa
particular (por ejemplo, iones moleculares, M**),
que emergen de un primer cuadrupolo, operado

en modo SIM, pasan a una camara de colisiones

Céamara de Analizador 1

ionizacién

SIM

Cémara (celda) de
colisiones activadas

GC-MS de biomarcadores del petréleo

activadas donde padecen activacion y posterior
disociacion. Los iones producto, que emergen
de la celda de colisiones activadas, pasan a otro
cuadrupolo, operado en modo SIM. El grado
de fragmentacion de los iones seleccionados en
el primer cuadrupolo, Q , depende, en primer
lugar, de su estructura, de la naturaleza del gas
de colision (N, Ar, Xe), de la presion residual en
la celda de colisiones y del voltaje, V.. El voltaje
acelerador, V,, se aplica para aumentar la energia
cinética de los iones, que se convierte en la ener-
gia interna, cuyo aumento conduce a la respec-
tiva fragmentacion (eV, = mv*/2; my v — masa y
velocidad delion; V. - voltaje aplicado a la celda).
El primer cuadrupolo, Q,, filtra iones precurso-
res (F,) y el segundo, Q,, iones-producto (F,),

correspondientes a una reaccion de transicion

Analizador 2 Detector @

ILOO&J'

MS, Q) | F,

+EI EIC (191,0) SIM GuariSIM. D

0,9
0,8

0.7 SIM
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0 -

x10?

Terpanos triciclicos

M+. = m/z 191
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Counts (%) vs. acquisition time (min)

Figura 4 A. Diagrama del espectrometro de masas de triple cuadrupolo, MS/QqQ, operado en el modo de
monitoreo de miltiples reacciones, MRM. B. Comparacién del fragmentograma de masas para m/z 191, con el
perfil MRM para un conjunto de fransiciones de iones moleculares de terpanos friciclicos, M* — m/z 191, cuyo

producto es el ion con m/z 191.
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F, > F,, a menudo llamada, transicion metaesta-
ble (Figura 4a). Debe existir la relacion “genética”
(parentesco) entre ambos iones y, estos dos deben
ser estables, verbigracia, en el espectro de masas,
obtenido en el modo full scan, exhibir sefales
intensas. El monitoreo, a la vez, de ambos iones,
v.gr., precursor y producto, permite aumentar la
especificidad del analisis. La coincidencia de una
(o dos) reaccion(es) de transicidon entre los iones,
precursor y producto, de un analito-target con la
misma reaccidon de transicion de una impureza,
interferencia, contaminacion o la senal de back-
ground, es practicamente imposible. Esto evita
los falsos positivos y los falsos negativos en el
analisis y lo hace mads sensible debido al aumento

de la selectividad.

El sistema GC-MS/MS (QqQ) en el modo
MRM acttia como un sistema de deteccion cro-

matografica altamente especifico. La Figura 4b
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)

o R0 sl

A Do inichthonds
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presenta la comparacién del fragmentograma
de masas para los iones m/z 191 de la fraccion
de saturados del extracto de esquistos de la for-
macién La Luna (Girén, Colombia), con el perfil
obtenido por MRM, para un conjunto discreto
de transiciones (iones precursores, que son iones
moleculares de una serie homologa de hopanos),
que tienen como producto el ion con m/z 191
(Figura 2). Se aprecia una sustancial mejora de la
relacion sefal/ruido, junto con la eliminacién de
muchas sefales, que estaban presentes en el frag-
mentograma de masas, pero que no hacian parte
de las transiciones monitoreadas. Esta especifi-
cidad se aprecia en la Figura 5, que muestra los
perfiles cromatogréficos para triterpanos trici-
clicos, que difieren en 1 y 2 grupos metilénicos

(Am =14y 28). Para estos casos, los datos adqui-

MRM: M*, 5191

R ol QL0 ABE 0 03 85 LURBA Tad, AT TR o Ah16766

MRM: M*, >191

083,,99:931

B Dt

dAE210 il 6.509

LOSER0 RN "

2
o

+EI MRM CID@5,0 (430,0000 -> 191,0000) ext27ESATtriterp.D

89,953

x10?
OO
SRR O

84218, byl NWWM“MJL(J Dbt At b oo

MRM: M*,, >191

‘]ll‘),Sl‘)

65
a2

e ——

flo8,
|

L2 il e bl I J .

DOMNORNOD = AN
AN ANNO OO O
— o —

117 |

o <t N \O
— o ——
— o ——

111
112

O I~ QN O
S OO O~
— o —

104 -
105

Counts vs, acquisition time (min)

Figura 5 Perfiles cromatogréficos obtenidos por MRM para terpanos triciclicos, que difieren en 1y 2 grupos
metilénicos, explorados con la transicion M* — m/z 191. Columna DB5-MS (60 m X 0,25 mm x 0,25 um).
Splitless (V. 2 uL). GC-MS/MS (QqQ). Modo de adquisicién: MRM.
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ridos en el experimento MRM, se han procesado
para mostrar solamente una transcion a la vez
(M, , > 19, M*, > 191; M*, > 191).

En la caracterizacion geoquimica de cru-
dos se relaciona el cociente entre los isdmeros
del metildibenzotiofeno con la madurez de la
roca fuente. Sin embargo, debido a la coelucion,
el calculo de este cociente esta sujeto a errores,
incluso cuando se emplean fragmentogramas de
masas. Chiaberge y colaboradores?”! desarrolla-
ron un método para el calculo de este cociente
con mayor confiabilidad, por medio de GC-MS/
MS, operado en modo MRM. El método fue tan
especifico para los dibenzotiofenos, que no fue
necesario fraccionar previamente la muestra de
crudo. En otra aplicacion, Liang y colaborado-
rest® pudieron cuantificar confiablemente los
diamantoides en una muestra de crudo, cuya
preparacion consistié simplemente en su dilu-
cién en un solvente organico. Esto se logré luego
de optimizar la energia en la celda de colisiones,
los tiempos de retencion y los iones precursores
y producto, que se utilizaron en el modo MRM,
para lograr la selectividad y la sensibilidad maxi-
mas para los diamantoides, que fueron superio-

res a las alcanzadas con la técnica GC-MS/SIM.

6 Conclusiones

En la técnica de acoplamiento de croma-
tografia de gases con espectrometria de masas,
la espectrometria de masas ha jugado un papel
fundamental en el aprovechamiento de la infor-
macion que se desprende de la deteccion y cuan-
tificacion de los fosiles moleculares, en aplica-
ciones diversas de la geoquimica organica. El
acoplamiento GC-MS permite combinar sinér-
gicamente la alta resolucién cromatografica
con las sensibilidades y selectividades altas de
la espectrometria de masas, para detectar canti-
dades traza de biomarcadores dentro de mezclas

GC-MS de biomarcadores del petréleo

de hidrocarburos altamente complejas. En los
casos, cuando persisten las coeluciones, a pesar
de la alta selectividad del método SIM, se puede
recurrir a la gran capacidad de resolucion de la
cromatografia completa o a la alta especificidad
de las técnicas de la espectrometria de masas
tandem, en particular, el modo de adquisicién
MRM.
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