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Resumo: As fontes dos grandes derramamentos de ¢leo sio, geral-
mente, identificadas. No entanto, nem sempre ¢ esse o caso nos inci-
dentes de baixo impacto comumente observados. A determinagio
da impressdo digital de um incidente de polui¢io por éleo fornece
informagdes para as equipes de resposta, que avaliam a contaminagio
do local, e para fins legais, sendo usada como um importante meca-
nismo para resolver disputas relacionadas 4 defini¢do de responsabili-
dades. Utilizando um protocolo padronizado para realizagio de ana-
lises forenses de derramamentos de 6leo, este estudo — realizado ao
longo de trés meses, com amostras oleosas expostas ao intemperismo
sob condi¢des controladas — teve como objetivo avaliar se alteragdes
na composicio quimica de diferentes tipos de 6leos e seus deriva-
dos poderiam levar 4 identificagio incorreta da fonte ou a resultados
inconclusivos. Oleos de sete diferentes especificades foram utiliza-
dos para simular, em tanques, derramamentos de ¢leo no mar, sendo
periodicamente amostrados e analisados, para avaliagio de hidro-
carbonetos saturados, incluindo biomarcadores de 6leo, por meio de
andlises cromatogrificas (CG-DIC e CG-EM). Os perfis croma-
tograficos obtidos da triagem das amostras por CG-DIC se modi-
ficaram ao longo do tempo, indicando o avango do intemperismo
sobre as amostras expostas. J4 as caracteristicas dos biomarcadores de
petréleo presentes nesses diferentes 6leos nio mudaram ao longo do
experimento. Foi possivel identificar, tanto com base na alta capaci-

dade de correlagio dos parimetros geoquimicos considerados quanto

Abstract: Sources of large oil spills are usually identified. However,
this is not always the case in common low-impact incidents.
Fingerprinting an oil pollution incident provides information to
response teams assessing site contamination. This information
is also used for legal purposes as an important mechanism for
settling disputes related to liability. Using a standardized protocol
for forensic analysis of oil spills, this study — carried out over three
months, with oily samples exposed to weathering under controlled
conditions — aimed to evaluate whether changes in the chemical
composition of different types of oils and their products could lead
to source misidentification or inconclusive results. Seven diffe-
rent oils were used to simulate, in tanks, oil spills at sea. They were
periodically sampled and examined to assess saturated hydrocar-
bons, including oil biomarkers, by chromatographic analyses (gas
chromatography-flame ionization detection [GC-FID] and gas
chromatography-mass spectrometry [GC-MS]). The chromato-
graphic profiles obtained from GC-FID sample screening chan-
ged over time, indicating the increasing weathering of the expo-
sed samples. In contrast, the petroleum biomarker characteristics
present in the different oils remained the same during the experi-
ment. We could identify, both based on the high correlation capa-
city of the geochemical parameters investigated and on the mul-
tivariate analysis of the established diagnostic ratios, that diffe-

rent oils could be associated with their original sample for at least
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na andlise multivariada das razdes de diagndstico estabelecidas, que
os diferentes 6leos puderam ser correlacionados a sua amostra origi-
nal por, pelo menos, trés meses ap6s os derramamentos simulados,
mesmo em uma regido tropical, onde este estudo foi realizado.

Palavras-chave: Marcadores moleculares. Biomarcadores. Ciéncia

forense. Derramamento de 6leo. Intemperismo.

three months after the simulated spills, even in a tropical region, as
where this study was conducted.
Keywords: Molecular markers. Biomarkers. Forensic science. Oil

spill. Weathering.

1. INTRODUCAO

Meétodos para a determinagio da origem de derramamen-
tos de 6leo, popularmente conhecidos como determinagio do
“DNA”de 6leos, tém sido usados hd décadas, em resposta a inci-
dentes envolvendo quantidades significativas de petréleo e seus
derivados (ALBAIGES; KIENHUIS; DAHLMANN, 2015).
Nesse interim, vérias publicagdes abordaram o tema (DALING
et al., 2002; PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005;
WANG; STOUT, FINGAS, 2006; LOBAO et al.,2010; CEN,
2012b; FINGAS, 2015; SHIRNESHAN; BAKHTIARI;
MEMARIANI, 2016; ASTM, 2013a; 2013b; OLIVEIRA
etal.,2020). No Brasil, a utilizagio desses métodos cresceu em
importincia com a aprovagio da Lei Federal n° 9.966/2000
(LOBAO et al.,2010). A legislagdo estabelece que a compe-
téncia de investigar incidentes de polui¢do por éleo no mar
cabe a Autoridade Maritima Brasileira (BRASIL, 2000).

Os protocolos atualmente utilizados na investigagio de
tais incidentes sdo baseados em uma abordagem sequencial
que utiliza técnicas analiticas reconhecidas internacionalmente
(CEN, 2012b; ASTM, 2013a; 2013b). Os dados produzidos
a partir desses métodos analiticos sdo usados para comparar
amostras coletadas no local do incidente com amostras reti-
radas de fontes suspeitas (DALING etal., 2002; KIENHUIS
etal.,2016). Distribuices e razdes caracteristicas de compos-
tos selecionados geram uma “impressio digital” que pode ser
usada para identificar a origem do 6leo derramado (WANG;
STOUT; FINGAS, 2006; CEN, 2012b).

Amostras coletadas para investigar a origem de um der-
ramamento devem ser transportadas ao laboratério o mais
rapido possivel (CEN, 2012a; BRASIL, 2020). No entanto,
o Brasil é um pais de dimensdes continentais. Amostras cole-
tadas em localidades afastadas dos grandes centros, como na
regifo amazodnica, podem levar mais de uma semana para
chegarem a um laboratério capacitado para conduzir andli-

ses visando 4 identifica¢do de sua origem.

Como forma de garantir a integridade dos procedimen-
tos de investigagdo, é importante avaliar se o transporte de
amostras fora das condigdes ideais de preservagio ou even-
tuais demoras no seu envio, problemas observados em alguns
incidentes, podem prejudicar a preservagio a ponto de invia-
bilizar a utiliza¢do dos resultados obtidos. De modo a garantir
a identificagio inequivoca do autor de um dado incidente, os
resultados obtidos precisam ser confidveis, 20 mesmo tempo
em que precisam chegar a um laboratério capacitado a tra-
tar e analisar as amostras coletadas sem que os efeitos do
intemperismo prejudiquem a investigac¢do. O intemperismo
consiste em uma variedade de processos fisicos, quimicos e
biolégicos que modificam a composigio do produto original
e pode, com o passar do tempo, prejudicar a identificagio
da fonte (PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005).
Desse modo, as técnicas analiticas adotadas tém foco em
substincias que nio sejam facilmente degradadas ao longo
do tempo, na interpretagdo dos diversos cromatogramas, na
determinagio de razées de diagnéstico (R,) de biomarca-
dores de petréleo e no tratamento multivariado de dados
(PETERS; WALTERS; MOLDOWAN, 2005; WANG;
STOUT; FINGAS, 2006).

O derramamento de 6leo observado na costa brasileira,
sobretudo no Nordeste, em 2019 — em que cerca de 3.600
km da costa do pais foram atingidos IBAMA, 2019) —,
demonstrou que o tema permanece relevante, em vista da
impossibilidade de se determinar com precisdo hd quanto
tempo esse 6leo se encontrava no mar, informagio que
teria sido bastante util para a investigacdo de sua origem.
Como o grau de degradagio do produto varia em fun¢io de
diversos fatores, como a sua especificagio original e as con-
di¢des ambientais reinantes no local da descarga, as meto-
dologias empregadas devem ser suficientemente robustas
para que as andlises apontem, de forma inequivoca, a ori-
gem do incidente, independentemente da regido em que o

mesmo ocorreu.
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2. OBJETIVOS

Neste estudo, amostras de dleos de diferentes especifica-
¢bes foram analisadas ao longo de 90 dias de exposi¢do ao
ambiente, em regido sujeita a temperaturas elevadas e ven-
tos intensos, para determinar se alteragdes na sua composi-
¢do quimica poderiam levar a resultados inconclusivos na

determinagio de sua origem com o avango do intemperismo.

3. METODOLOGIA

Sete diferentes especificacdes de 6leos, desde petrdleos
brutos brasileiros a produtos derivados comumente utilizados
no Brasil, foram expostos ao intemperismo nas condi¢des cli-
maticas da cidade de Arraial do Cabo, Rio de Janeiro, com o
uso de unidades experimentais para simular derramamentos
de 6leo no mar. Cada unidade experimental foi composta de
um reservatério de vidro transparente (Figura 1), qual foram
adicionados 5 L de 4gua do mar (sem tratamento posterior)
e 30 mL de cada uma das especificacées de dleo, formando
um conjunto de sete experimentos distintos expostos as con-
di¢bes ambientais naturais, de modo a simular, tanto quanto
possivel, um derramamento de 6leo real.

A amostragem foi realizada em diferentes intervalos de
tempo partindo do produto original e obtendo amostras sub-
sequentes. Cada unidade experimental foi exposta ao intem-
perismo por até 90 dias, gerando um conjunto de 8 amostras
diferentes para cada produto estudado. A obtengio de amos-

tras ocorreu no inicio do experimento (produto original) e

Figura 1. Unidade experimental utilizada para o
intemperismo dos diferentes 6leos (na imagem,
petrdleo bruto da Bacia Potiguar).

aos 7,15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de exposi¢io ao ambiente.
Os diferentes dleos utilizados foram: petréleo bruto Bacia
Potiguar (campo de Ubarana) (A); 6leo diesel maritimo (B);
6leo combustivel pesado (HFO/Bunker) (C); 6leo combus-
tivel MAR-C (D); 6leo combustivel MF40 (E); éleo lubrifi-
cante TR-86 (F); e petréleo bruto Bacia de Campos (campo
desconhecido) (G). Com exce¢do da amostra D, que teve a
coleta de amostras interrompida apds 43 dias de exposicio
em virtude da exaustdo de 6leo na superficie da unidade expe-
rimental, as amostras permaneceram em exposi¢io ao longo
de todo o experimento.

As amostras obtidas foram tratadas logo apés a sua amos-
tragem, utilizando extragio liquido-liquido. Apés a extragio,
cada extrato foi concentrado e posteriormente analisado com
o uso de um cromatdgrafo a gds com detector de ionizagdo
em chama (CG-DIC) Shimadzu GC-17A, para obtengio
do perfil cromatografico “Whole Oil”. Uma parcela desse
extrato foi fracionada em cromatografia liquida para a sepa-
ra¢do dos compostos saturados e encaminhada para a ani-
lise de biomarcadores de petréleo. A fragdo obtida foi inje-
tada em cromatdgrafo a gis acoplado a um espectrometro de
massa do tipo quadrupolo simples (CG-EM) Perkin Elmer
— Clarus 600. Foram monitorados os fons 177,191,205,217,
218,231 e 259, conforme estudos de correlagio de derrama-
mentos de 6leo (DALING et al., 2002; LOBAO et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2020), visando determinar os perfis das
diversas familias de biomarcadores de petréleo.

Neste estudo, foi utilizada a anilise de componentes prin-
cipais — PCA (WANG; STOUT; FINGAS, 2006; LOBAO
et al., 2010) para avaliar a correlagio das diversas R, estabe-
lecidas a partir das dreas dos picos identificados e integrados,
com normaliza¢io dos dados brutos para um valor de varidncia

comum. A anélise multivariada dos dados foi realizada usando

o software PAST (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. PERFIS “WHOLE OIL” POR CG-DIC

A distribui¢io de n-alcanos, isoprenoides e mistura com-
plexa nio resolvida (MCNR) de hidrocarbonetos apresen-
tou alteragdes significativas nos perfis cromatograficos obti-
dos, indicando intemperismo crescente ao longo dos 90 dias

do experimento. As mudangas mais significativas nos perfis
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cromatogrificos de n-alcanos ocorreram nos primeiros sete
dias do experimento, sendo observada a perda significativa
de n-alcanos inferiores a n-C . em todos os dleos estudados,
com excegdo do 6leo lubrificante TR-86 (F), que ja ndo con-
tinha n-alcanos e isoprenoides resolvidos desde o inicio do
experimento. Além dessas alteragdes, no decorrer do experi-
mento foi observado o deslocamento do tempo de retencio
méximo em que foi observada a MCNR, de modo que, com
o passar dos dias, houve um enriquecimento proporcional em
compostos de maior massa molecular. A Figura 2 exemplifica,
para 2 6leos diferentes, as variagdes dos perfis cromatogré-
ficos ao longo dos 90 dias de experimento. Desses perfis, o
petrdleo bruto Bacia Potiguar (Figuras 2A e 2B) teve perdas
de n-alcanos leves significativas ao final do experimento, pelo

menos até n-C, . J o perfil de 6leo lubrificante (Figuras 2C

Figura 2. Variagdes nos perfis cromatograficos ao
longo do experimento.

e 2D) nio apresentou variagdes significativas em seu per-
fil cromatografico a luz das anélises por CG-DIC, tendo
apresentado ligeiro enriquecimento proporcional na por¢do
posterior do seu cromatograma, indicando preservagio pre-
ferencial de compostos de maior resisténcia 4 degradagio.
Como esse 6leo ji ndo dispunha de hidrocarbonetos leves,
as perdas ndo foram tdo significativas quanto as observadas
no petréleo bruto Bacia Potiguar. Esse padrio se repetiu em
todas as amostras analisadas no decorrer do experimento, indi-
cando que o intemperismo impde limita¢des que prejudicam
a interpretagio dos resultados com o passar do tempo, com
o uso dessa ferramenta, de modo que tais resultados devem
ser considerados apenas para a triagem inicial por possibi-
litar a eliminacdo daquelas fontes suspeitas que obviamente
ndo sdo coincidentes com o 6leo derramado por consisti-
rem de produtos diferentes, independentemente do grau de
intemperismo a que o 6leo derramado tenha sido submetido.
Considerados isoladamente, tais resultados sugerem ainda que
o transporte de amostras fora das condi¢oes ideais de preser-
vagdo, no escuro e com temperaturas maximas entre 4 ¢ 5°C
(BRASIL, 2020), por periodos prolongados, pode prejudicar

a interpretagio dos resultados analiticos.

4.2. PERFIS DE BIOMARCADORES
DE PETROLEO POR CG-EM

As diversas R, desenvolvidas a partir dos picos identifica-
dos pelo método, apresentaram estabilidade significativa nos
seus resultados ao longo do tempo, indicando que, apesar do
intemperismo, as proporgdes relativas entre os biomarcadores
considerados foram mantidas no decorrer do experimento.
Como é possivel observar na Figura 3, que apresenta os perfis
do fon m/% 191, caracteristico das familias de terpanos trici-
clicos, tetraciclicos e pentaciclicos (PETERS; WALTERS;
MOLDOWAN, 2005; LOBAO et al., 2010; OLIVEIRA
et al., 2020), para ambos os petréleos estudados neste traba-
lho, nao houve variagio significativa nos perfis de biomarca-
dores de petréleo no decorrer do experimento. Tal caracte-
ristica indica que, apesar do intemperismo significativo que
pdde ser observado com o passar do tempo, os perfis de bio-
marcadores de petréleo ndo sofreram alteracdes que levassem
a interpretacdes equivocadas de seus perfis cromatograficos.

Os 6leos brasileiros da Bacia Potiguar apresentam, tipi-
camente, picos bastante pronunciados do biomarcador

Gamacerano (GAM) que, segundo Wang, Stout e Fingas
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Figura 3. Comparacao dos perfis cromatograficos ao
longo do experimento (m/z 191).

(2006), ¢ um dos chamados “biomarcadores unicos”, pois,
dada a sua especificidade, sua presenca e concentragio rela-
tiva podem ser evidéncia suficiente para identificar a fonte
causadora de um determinado incidente de polui¢do por éleo
(Figuras 3A e 3B). As amostras obtidas do petréleo bruto da
Bacia de Campos também se mostraram estdveis no decorrer
do experimento (Figuras 3C e 3D), podendo ser diferencia-
das das amostras de petréleo bruto da Bacia Potiguar pela
menor abundincia relativa do GAM.

Segundo Wang, Stout e Fingas (2006), correlagdes genéti-
cas entre 6leos sdo baseadas no conceito de que a composi¢io
dos biomarcadores em amostras de derramamentos de éleo
nio difere daquela observada nas amostras que os originaram.
A maioria dos biomarcadores em amostras de derramamen-
tos e suas fontes, particularmente aquelas séries homélogas
de biomarcadores com estrutura similar, mostra pouca ou
nenhuma mudanga em suas R, em decorréncia do intempe-
rismo sofrido pelo produto derramado. A analise por PCA
de todos os 6leos e R considerados demonstrou que, apesar
da exposi¢io das amostras ao intemperismo, nio foi obser-
vada dispersdo significativa, tampouco sobreposi¢do entre os
diferentes produtos estudados. A anélise por PCA explicou
68,87% da varidncia total quando consideradas as duas pri-
meiras componentes principais. Dessa andlise, quanto mais
proximas duas amostras estiverem entre si, maior a simila-

ridade entre elas (Figura 4). Decorre que todas as amostras

Oleo lubrificante TR-86

Oleo combustivel
pesado
(HFO/Bunker)

Oleo combustivel )
MF 40 Oleo diesel

Petroéleo bruto
Bacia Potiguar

Petrdleo bruto
Bacia de Campos

Oleo combustivel
MAR-C

maritimo

Figura 4. Correlagcao entre as amostras utilizando andlise de componentes principais.
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puderam ser diferenciadas entre si ao longo da duragio do
experimento sem que houvesse sobreposi¢do de resultados,
confirmando que, mesmo em uma regido de clima tropical,
como é o caso de Arraial do Cabo, Rio de Janeiro, o intempe-
rismo nio altera os perfis de biomarcadores de petréleo a ponto
de prejudicar a identificagdo de sua origem. Diferentemente
do observado com a determinagio dos perfis “Whole Oil”
obtidos por CG-DIC, tais resultados sugerem que o eventual
transporte de amostras fora das condi¢des ideais de preser-
vagdo, no escuro e com temperaturas maximas entre 4 ¢ 5°C
(BRASIL, 2020) por curtos periodos, como aqueles obser-
vados durante o transporte de amostras do local do incidente
até o laboratério, ndo exerce influéncia significativa na inter-

pretacio dos resultados analiticos.

5. CONCLUSOES

Das anilises realizadas foi possivel concluir que, passa-
dos trés meses de exposicio, as amostras sofreram altera¢des
composicionais significativas, com perda de hidrocarbonetos
leves, decorrente da agdo do intemperismo. A distribuicio

dos hidrocarbonetos alifiticos indicou perda significativa de

n-alcanos de baixo peso molecular (inferiores a n-C, ), con-
sumidos ap6s uma semana de exposi¢io dos diferentes 6leos.
No entanto, os biomarcadores de petréleo saturados mostraram
alta resisténcia ao intemperismo, demonstrando que, mesmo
depois desse tempo de exposi¢io (em uma regifo sujeita a
ventos intensos e com temperaturas relativamente elevadas),
as amostras estudadas puderam ser inequivocamente relacio-
nadas aos seus 6leos originais.

Da interpretagio dos resultados deste estudo, foi pos-
sivel concluir que pequenos periodos fora das condigdes
ideais de armazenagem, como o transporte de amostras até
o laboratério em temperatura ambiente, mesmo passados
alguns dias ap6s o incidente, nio afetam de forma signifi-
cativa as andlises subsequentes que visam a identificacio da
fonte. Naturalmente, sempre que possivel, a amostragem e o
transporte de amostras de éleos devem estar de acordo com
as melhores préticas disponiveis, considerando que amos-
tras obtidas em locais afetados por derramamentos de dleo
ja sofreram intemperismo e podem ter sido contaminadas
por outros produtos. Este estudo limitou-se a sete produtos
diferentes, o que pode nio ser suficiente para representar as
intimeras especificagdes de produtos de petréleo utilizadas

no Brasil e no mundo.
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