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Protocolo LAB N° 002 - 12 REV 02
Analise de Biomarcadores Moleculares
Organicos

1.0OBJETIVO

Determinar as concentracoes dos biomarcadores moleculares organicos, das

classes HC alifaticos e aromaticos, alquenonas, esterois, n-alcoois e acidos graxos,

em sedimentos.

2.MATERIAIS & EQUIPAMENTOS

Materiais & Reagentes

e Pipetas pasteurs de 150 e 230 mm
e Pissetas em teflon para solventes

e Bécheres de 5 mL

e Baloes de 20 e 50 mL

eViaisde 4 e 8 mL e de 2 mL ¢/ inserts 300
ulL

e Seringas de vidrode 1 e 5 mL;

Equipamentos

e Mufla

e Balanca analitica de precisao
e Banho de ultrassom

e Centrifuga

e Roto-evaporador

e Concentrador com fluxo de N,
e Agitador vortex

e Extrator soxhlet
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e Microseringas de vidro de 10 a 500 pL e Cromatografo em fase gasosa acoplado a
e Frasco de vidro com tampa esmerilhada espectrometro de massa
50 mL e Cromatografo em fase gasosa equipado
e Tubos de ensaio / vial de 20-50 mL com com detector de ionizacao de chama
tampa e Coluna capilar do tipo 5MS, 60m x
e Silica gel 60 Merck (Merck: 109385.1000) 0,32mm x 0,25um
e NaCl (Merck) e Coluna capilar do tipo 5SMS, 30m Xx
eNa,SO,ou Mg,SO, (Merck) 0,32mm x 0,25um
e Copper shot 0,8-2mm, 99,5% (CAS
7440-50-8)
e Acido Cloridrico 37% fumegante (Merck)
e Agua Milli-Q

e BF-3(CH,OH)

eBSTFA 1% TMS

e Algodao

e Eter grau HPLC

e Diclorometano grau HPLC

e Hexano grau HPLC

e Tolueno grau HPLC

e Acetato de etila rathburn grau HPLC

e Metanol grau HPLC

e Acetona grau HPLC

e Padroes: C,,D.,; Androstanol; nC,;;
p-terfenil-d14 e perileno-d12; C,,OH;
CZSH4EOZ

3.FLUXOGRAMA DE TRABALHO
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4 PROCEDIMENTOS

.  Limpeza e descontaminacao de materiais (Ver também Protocolo Lab. n°
01-11)
1. As vidrarias usadas devem ser lavadas em banho de Extran 5% por pelo

menos 4 horas. Utilize, quando necessario, escovas de limpeza para a
remocao de residuos.

2. Rinse com agua de torneira até eliminar qualquer residuo do detergente;
Ou por no minimo 5 vezes.

3. Rinse com agua destilada por 3 vezes (no minimo).

4. Seque toda a vidraria (nao volumetrica) em estufa sob temperatura de
100-105 °C.

5. Colocar toda a vidraria (nao volumeétrica) limpa na mufla a 450 °C por 5 h.

6. A vidraria volumetrica (baloes e pipetas volumetricos, provetas e seringas)
deve ser limpa com solucao sulfocromica por pelo menos 24 horas e
lava-los cuidadosamente com agua da torneira, agua destilada por 5 vezes
e agua ultrapura (Milli-Q) por 3 vezes. Secar em temperatura ambiente e
depois proceder a descontaminacao com solventes organicos.

7. Os acessorios de teflon e de metais devem ser lavados e
descontaminados como no item 6 mas sem a etapa da sulfocromica.

8. As seringas devem ser somente descontaminadas com solventes: 10
vezes com diclorometano e 10 vezes ou n-hexano ou tolueno.

9. O papel aluminio que sera colocado em contato com as amostras deve ser

previamente muflado.
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10. O algodao utilizado deve ser descontaminado com diclorometano por

refluxo em soxhlet por 24 horas e seco em temperatura ambiente dentro da

capela.

Preparo da silica

Colocar uma quantidade de silica gel 60 em um cartucho de Soxhlet e
fazer a lavagem da silica com diclorometano durante 12 horas. Para uma
massa de 100 g utilizar 400 mL de diclorometano.

Apos 12 horas, retirar o cartucho contendo a silica do Soxhlet e coloca-lo
em um becher, coberto com uma folha de aluminio limpo de modo que o
solvente evapore. Manter a silica descontaminada e seca em estufa limpa
a 100-105 °C.

Ativar uma quantidade da silica descontaminada em estufa ventilada a 225
°C durante 12 horas.

Retirar a silica da estufa, coloca-la em dessecador, esperar esfriar e
determinar a massa da silica. Tampar o frasco bem.

Desativar a silica adicionando 5% de agua Milli-Q. A quantidade de agua
Milli-Q deve ser adicionada em pequenas quantidades (cerca de 10 gotas),
distribuidos por toda a superficie da silica. Agitar vigorosamente a silica
por cerca de 3 minutos para homogeneizar. Esta operacao deve ser
repetida até que a quantidade total de agua seja adicionada.

No dia seguinte, a silica deve ser novamente agitada de tempos em
tempos, e deixada em repouso por 2 a 3 dias antes do uso.

OBS: A silica desativada so pode ser utilizada por até uma semana. Apos

este periodo deve-se refazer o processo de ativacao e desativacao
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[ll.  Extracao

7.

Pesar aproximadamente 4 g de sedimento em tubos de ensaio de 20 a 50

mL no caso da extracao de sedimentos ou vails de 8 a 15 mL, ambos com

tampa de boa vedacao, e anotar a massa. Usar tubos que caibam na

centrifuga.

8. Adicionar os padroes surrogates sobre as amostras. A massa exata de
padrao adicionado deve ser decidida e anotada para cada amostra
baseado na quantidade de compostos presentes, determinados em teste.
Para os sedimentos de CF do PR-1 utilizou-se aproximadamente 1500 ng
de C,,D., como surrogate dos HC alifaticos e aproximadamente 2500 ng
de androstanol como surrogate dos esterois e n-alcools.

OBS: A 18-pentatriacontanona nao se comportou como bom surrogate das
alquenonas, para esta classe de compostos so adiciona o C,;, como Pl.

9. Preparar uma mistura de diclorometano (CH,CI,) e metanol (CH,OH) na
proporcao 3 (CH,CI,) :1 (CH,OH) em volumes suficiente para as extracoes
e rinsagens a serem feitas. Estocar a solugcao em frasco com tampa
esmerilhada. Preparar a solucao no mesmo dia do uso.

10. Adicionar 12 mL da solugao CH,CI,:CH,OH 3:1 sobre as amostras.

11. Levar os tubos ao banho de ultrassom por 15 minutos.

12. Centrifugar os tubos a 3000 rpm durante 8 minutos.

13. Transferir o solvente para um balao com uma pipeta Pasteur tomando o
cuidado para nao retirar sedimento no caso de sedimentos.

14. Repetir o processo da extracao (passos 10 a 13) trés vezes.

15. Evaporar o solvente em roto-evaporador a 35 °C no maximo, sob vacuo
fraco, nao deixando o extrato borbulhar, ou sob fluxo de N, se o extrato for
de filtro e estiver em vails de 8 mL.
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16. No caso dos baldes, transferir o extrato para vails de 8 mL com ajuda de
pipetas de Pasteur e rinsar os baldoes 3 vezes com a solugcao

CH,CI,:CH,OH 3:1 utilizada na extragao.

V. Remocao de Enxofre (amostras de Sedimentos ricas em S)

17. Amostras de sedimento podem conter muito enxofre € o pico desde
composto pode coeluir com outros analitos na analise cromatografico. Para
a remocao do S deve adicionar ao extrato da amostra um pouco de cobre
e deixar repousar sob refrigeracao overnight.

18. Transferir o extrato sem cobre para outro vial, rinsando o cobre 3 vezes
com a solugao de extragcao (CH,CL:CH,OH 3:1).
Preparacao de Cu ativado:
Deixar o Cu de molho alguns minutos em solucao de HCI 0,1N, agitando-o
de vez em quando. Drenar o acido e lavar o Cu com agua Milli-Q 5 vezes,
acetona 3 vezes e diclorometano 3 vezes.
OBS: O Cu ativado so pode ser utilizado por até 3 dias, apos isso deve-se

ativa-lo novamente.

V. Aliquotizacao

19. Secar o extrato sob fluxo de N2 fraco.

20. Adicionar 5 mL da solugao de extragao (CH,CI,:CH,OH 3:1) com seringa
volumetrica.

21. Separar 1 mL com seringa volumetrica em outro vial de 8 mL, destinado a
analise de acidos graxos. Os 4 mL restante sao destinados a analise dos

demais compostos

VI.  Metilacdo dos Acidos graxos
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22. Secar o extrato destinado aos acidos graxos (1 mL) sob fluxo de N, fraco.

23. Adicionar 250 yL de hexano e 500 yL de BF-3 e misturar em vortex.

24. Deixar 1 minuto cada amostra sob fluxo de Argonio.

25. Aquecer a 80° C por 1 hora.

26. Deixar esfriar a temperatura ambiente.

27. Adicionar 2 mL da solucdo hipersalina (NaCl 400 mg.L") e 2 mL da
solucao de eter:hexano 1:1 e misturar em vortex

28. Aguardar alguns minutos para as fases separarem.

29. Recuperar a fase SUPERIOR, que contem os compostos organicos em um
vial limpo de 8mL.

30. Repetir o processo de extracao por 3 vezes (passos 27 a 29), mas
adicionando somente a solugdo organica (éter:hexano 1:1), NAO mais a
solucao hipersalina.

31. Adicionar ao extrato recuperado (organico) 2 mL de agua Milli-Q fresca e
misturar em vortex para remocao do residuo de sal.

32. Recuperar a fase INFERIOR (aquosa) e descarta-la.

33. Repetir este processo de remocao do sal 3 vezes (passos 31 e 32).

34. Adicionar ao extrato organico Na,SO, ou Mg,SO, muflado e sob
temperatura ambiente para remocao do residuo de agua. Deixar repousar
sob refrigeracao overnight.

35. Transferir o extrato sem sulfato para outro vial limpo de 8 mL, rinsando
com a solucao eter:hexano 1:1.

VIl.  Metilacdo dos Acidos graxos

36. Etiquetar os vails de recolhimento das fracoes.
37. Colocar um pedaco de algodao descontaminado em uma pipeta Pasteur

muflada de forma a reter a silica, sem arrocha-la muito na ponta.
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Preencher a pipeta em um suporte com muda e posicionar o vial de
recuperacao das fracoes em baixo da pipeta.

Pesar uma quantidade de 420 mg de silica desativada.

Suspender a silica em hexano com a ajuda de uma pipeta Pasteur.
Preencher a coluna com a suspensao, dando umas batidas para que a
silica se acomode melhor na coluna. Com uma pipeta de Pasteur, lavar as
paredes da coluna com hexano.

OBS: A coluna nao deve secar durante o manuseio.

VIIl.  Fracionamento dos compostos neutros

42.

43.

Preparar as solugcoes com 0s solventes e eluir da seguinte forma:

Fracao 1A: 250 yL de hexano + 250 uL de hexano + 2 ml de hexano
(eluente 1A, HC alifaticos);

Fracao 1B: 2 mL de tolueno / hexano (15:85%) (eluente 1B, HC aromaticos
+ alifaticos);

Fracao 2: 2 mL de acetato de etila / hexano (5:95%) (eluente 2,
alguenonas);

Fracao 3: 4 mL de acetato de etila / hexano (20:80%) (eluente 3, esterdis e
n-alcoois);

Fracao 4: 5 mL de diclorometano / metanol (50:50%) (eluente 4, esterois e
dioois).

Secar os extratos destinados as analises dos compostos neutros sob fluxo
de N, fraco. Solubilizar a amostra com 250 pL de hexano e secar

novamente o extrato.
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44. Solubilizar a amostra seca com 250 uL de hexano e deposita-la na coluna
de silica preparada previamente.
OBS: A amostra deve ser depositada integralmente no menor volume
possivel.

45. Recuperar as fracoes da seguinte forma:
F1A e F1B juntas no mesmo vial de 4 mL;
F2 em um vial de 4 mL,;
F3 e F4 juntas no mesmo vial de 8mL.
Cuidados gerais para manter a reprodutibilidade das separacoes:
As misturas de solvente utilizadas para eluicao devem ser preparadas no
dia do uso e devem ser mantidas em frascos tampados.
A recuperacao deve ser feita com o maximo volume possivel do eluente,
mas sem deixar a coluna secar.
Primeiro deve-se colocar o proximo eluente e imediatamente em seguida
trocar o vial de recuperacao.

|IX. Fracionamento dos compostos acidos

46. Preparar as solugoes eluentes da mesma forma que para a coluna dos
compostos neutros, mas somente ate a fracao 3:
47. Secar os extratos destinados as analises dos compostos neutros sob fluxo

de N2 fraco. Solubilizar a amostra com 250 pL de hexano e secar
novamente o extrato.

48. Solubilizar a amostra seca com 250 yL de hexano e deposita-la na coluna
de silica preparada previamente.
OBS: A amostra deve ser depositada integralmente no menor volume
possivel.

49. Recuperar as fracoes da seguinte forma:

F1A e F1B juntas no mesmo vial de 4 mL - Guardar;
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F2 e F3 juntas no mesmo vial de 8mL (acidos graxos, esterois, n-alcoois e

dioois).

Cuidados gerais para manter a reprodutibilidade das separacoes:

As misturas de solvente utilizadas para eluicao devem ser preparadas no

dia do uso e devem ser mantidas em frascos tampados.

A recuperacao deve ser feita com o maximo volume possivel do eluente,

mas sem deixar a coluna secar.

Primeiro deve-se colocar o proximo eluente e imediatamente em seguida

trocar o vial de recuperacao

X. Determinacao analitica

X.1. Hidrocarbonetos Alifaticos

50. Antes da injecao, os extratos da fracao 1 devem ser levados sob fluxo de

nitrogénio até a secura e posteriormente reeluidos em 50 yL de hexano.

91. A identificacao dos n-alcanos deve ser realizada por meio da injecao de

padrbes certificados para verificacao do tempo de retencdo de cada

composto. Compara-se o tempo de retencao dos compostos do padrao

com 0s picos obtidos nas amostras. Os tempos de retencao coincidentes

devem ser considerados como sendo os mesmos compostos. O ideal e se

injetar algumas amostras o CG-EM para a confirmacao dos compostos.

92. A quantificacao dos n-alcanos € baseada na resposta relativa a area do

padrao C,,D., (alcano tetracosano deuterado).

93. As condicoes cromatograficas e rampa de temperatura do forno sao

descritas na tabela abaixo:

EQUIPAMENTO: GC HP6890 Plus (LOCEAN)

Método: DB5 HNA CF 90.M

PARAMETROS DO FORNO

°C/min | °C

Manter (min)
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Inicial 20 0
Rampa 1 30 120 0
Rampa 2 5 320 50
Pos-corrida 20 0

Tempo de corrida: 92,33 minutos

Equilibration Time : 3 min.

PARAMETROS DO INJETOR

Tipo : ONCOLUMN

Heater: ON

Pressao: 16.261 psi

Mode : Track Oven

PARAMETROS DO DETECTOR: FID

Aquecedor: 340 °C

Fluxo H,: 35 mL/min

Fluxo de Ar: 380 mL/min

Fluxo de Complementacao: MARCADO
Make up Flow: 10 mL/min

Desvio iguicao: 1 pA

PARAMETROS DA COLUNA

Descricao: DB-5SMS 60m

Didmetro interno: 0,32 mm

Espessura do filme: 0,25 um

Temp. Maxima: 325°C

*Gases utilizados: Hidrogénio zero como gas carreador, Hélio UP como make up e Ar

sintetico zero para queima da chama.

54. Injetar 2 pL

X.2.Alquenonas

55. Antes da injecao, os extratos da fracao 2 devem ser levados sob fluxo de

nitrogénio ate a secura e posteriormente reeluidos com 50 pL de tolueno e

50 pL do padrao interno (PI) n-C,, (alcano hexatriacontano).
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56. A identificacao das alqguenonas deve ser feita injetando algumas amostras

no CG-EM para a confirmacao dos compostos. No CG-DIC, as alquenonas

C,, devem aparecer apos um tempo de retengao de cerca de 60 minutos.

o57. A quantificacao das alguenonas € baseada na resposta relativa a area do

PI nC...

58. As condicoes cromatograficas e rampa de temperatura do forno sao

descritas na tabela abaixo:

EQUIPAMENTO: GC HP6890 Plus (LOCEAN)

Metodo: DB5 _ALKENONES _FC_150.M

PARAMETROS DO FORNO

°C/min | °C Manter (min)
Inicial 20 0
Rampa 1 30 140 0
Rampa 2 20 2380 0
Rampa 3 0,5 320 60
Pos-corrida 20 0

Equilibration Time : 3 min.

Tempo de corrida: 150 minutos

PARAMETROS DO INJETOR

Tipo : ONCOLUMN

Heater: ON

Pressao: 16.261 psi

Mode : Track Oven

PARAMETROS DO DETECTOR: FID

Aquecedor: 340 °C

Fluxo H,: 35 mL/min

Fluxo de Ar: 380 mL/min

Fluxo de Complementacdo: MARCADO
Make up Flow: 10 mL/min

Desvio iguicao: 1 pA

PARAMETROS DA COLUNA

Descricao: DB-5MS 60m

Diametro interno: 0,32 mm

Espessura do filme: 0,25 um
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Temp. Maxima: 325°C
*Gases utilizados: Hidrogénio zero como gas carreador, Helio UP como make up e Ar
sintético zero para queima da chama.

99. Injetar 2 pL;

60. Integrar os picos de alquenonas e quantifica-los;

61. Calcular o indice UK’37 segundo Prahl & Wakeham (1987):

[Cazz]
[Caza] + [Caz.a]

K _
L 97 =

62. Aplicar as calibracgdes de Prahl & Wakeham (1998):
UK'37 = 0,39T + 0,34

Ou testar outras da literatura

X.3. Esterdis e n-Alcoois

63. Antes da injecao, os extratos da fracao 3 devem ser levados sob fluxo de
nitrogénio até a secura e derivatizados em 50 pL de piridina e 50 pyL de
BSTFA-TMCS a 80°C por 1 hora. Posteriormente, as fracoes devem ser
secas sob fluxo de nitrogénio novamente e reeluidas em 200 pL de
diclorometano.

64. A identificacao dos esterdis deve ser realizada por meio da injecao de
padroes certificados para verificacao do tempo de retencao de cada
composto. O ideal é se Iinjetar algumas amostras o CG-EM para a
confirmacao dos compostos.

65. A quantificacao dos esterois € baseada na resposta relativa a area do
padrao androstanol. A quantificacao dos alcoois € baseada na resposta

relativa a area do padrao C,,OH (alcool 1-eneicosanol).
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66. As condigcoes cromatograficas e rampa de temperatura do forno sao

descritas na tabela abaixo:

EQUIPAMENTO: GC HP6890N (LOCEAN)

Metodo: ROH_100S.M

PARAMETROS DO FORNO

°C/min | °C Manter (min)
Inicial 20 1
Rampa 1 30 100 0
Rampa 2 15 150 50
Rampa 3 3 300 45
Pos-corrida 20 0

Tempo de corrida: 101 minutos

Equilibration Time : 1 min.

PARAMETROS DO INJETOR

Tipo : ONCOLUMN

Heater: ON

Pressao: 11.603 psi

Mode : Track Oven

PARAMETROS DO DETECTOR: FID

Aquecedor: 320 °C

Fluxo H,: 35 mL/min

Fluxo de Ar: 380 mL/min

Fluxo de Complementacdo: NAO MARCADO
Make up Flow: 15 mL/min

Desvio iguicao: 1 pA

PARAMETROS DA COLUNA

Descricao: HP-5MS 30m

Diametro interno: 0,32 mm

Espessura do filme: 0,25 um

Temp. Maxima: 325°C

*Gases utilizados: Hidrogénio zero como gas carreador, Helio UP como make up e Ar

sintético zero para queima da chama

67. Injetar 2 L.
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X.4. Acidos graxos

68. Antes da injecao, os extratos da fracao 2+3 metilada devem ser levados
sob fluxo de nitrogénio até a secura e reeluidos em 50 yL de n-hexane.

69. A identificacao dos acidos graxos deve ser realizada por meio da injecao
de padroes certificados (FAME 37 Mix) para verificacao do tempo de
retencao de cada composto. O ideal € se injetar algumas amostras o
CG-EM para a confirmacao dos compostos.

70. A quantificacao dos acidos graxos € baseada na resposta relativa a area
do padrdo C23H4602 (acido tricosanoico).

71. As condicoes cromatograficas e rampa de temperatura do forno sao
descritas na tabela abaixo:

EQUIPAMENTO: GC HP6890N (LOCEAN)

Metodo: FAMELENTE.M
PARAMETROS DO FORNO

°C/min | °C Manter (min)
Inicial 20 1
Rampa 1 30 100 0
Rampa 2 2 310 35
Pos-corrida 20 1

Tempo de corrida: 141 ?67 minutos
Equilibration Time : 1 min.
PARAMETROS DO INJETOR
Tipo : ONCOLUMN

Heater: ON

Pressao: 11.386 psi

Mode : Track Oven
PARAMETROS DO DETECTOR: FID
Aquecedor: 320 °C

Fluxo H,: 35 mL/min

Fluxo de Ar: 380 mL/min

Fluxo de Complementacdo: NAO MARCADO
Make up Flow: 15 mL/min
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Desvio iguicao: 1 pA
PARAMETROS DA COLUNA
Descricao: HP-5MS 30m
Diametro interno: 0,32 mm
Espessura do filme: 0,25 um
Temp. Maxima: 325°C
*Gases utilizados: Hidrogénio zero como gas carreador, Helio UP como make up e Ar
sintético zero para queima da chama.

72. Injetar 2 yL.

5. TROUBLESHOOTING
(SOLUCAO DE PROBLEMAS)

e Hidrocarbonetos Aromaticos:

Esta classe de compostos esta contida na fracao 1 da coluna. Deve
ser determinada em CG-EM atraves de monitoramento de ions (SIM).
Este método ainda deve ser testado e aprimorado.

Nas amostras de sedimento de CF do PR-1 esta classe nao foi
determinada. Nas amostras de armadilhas de sedimentacao do PR-1
fol adicionado aproximadamente 60 ng da mistura de padroes
deuterados p-terfenil-d14 e perileno-d12 como surrogate para esta
classe ser ser quantificada.

e Algquenonas:

Quando a concentracao das alqguenonas, especialmente da C37:3 e
muito baixa, com um sinal ruido menor que 20 mA, nao € possivel

obter um valor de SST confiavel (Grimalt et al, 2001). Neste caso €
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necessario se concentrar mais os extratos, aumentar a massa /
volume de extracao ou até juntar amostras.

e Acidos graxos:

O metodo de analise desta classe de compostos ainda esta sendo
aprimorado.

e Nas amostras de sedimento de CF do PR-1 esta classe nao foi
determinada. Nas amostras de armadilhas de sedimentacao do PR-1
foi adicionado entre 2500 e 5000 ng do padrao C23H4602 como

surrogate para esta classe ser quantificada.
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