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Apresentação

Oferta e qualidade da água são temas recorrentes nas 
discussões e ações para a proteção, recuperação e uso racional 
dos recursos hídricos e florestais. No que se refere à qualidade 
de água, a poluição de águas superficiais por esgotos e 
efluentes é um risco para a saúde humana e para a integridade 
dos ecossistemas aquáticos, em função da variedade de 
microrganismos patogênicos associados à poluição.

Nesse estudo, os autores defendem o uso de esteróis e ácido 
biliares na determinação da magnitude e da origem da poluição 
em sistemas aquáticos, especialmente em sedimentos. Este 
método seria mais adequado aos métodos microbiológicos, que 
não identificam as fontes de poluição. Os autores consideram 
que a determinação da magnitude e da origem da poluição 
fornece subsídios para a restauração de serviços ambientais em 
ambientes degradados. A publicação mostra um procedimento 
detalhado para preparação e tratamento de amostras de 
sedimentos, para posterior análise de biomarcadores por 
cromatografia gasosa – espectrometria de massa (GC-MS).

Sergio Gaiad
Chefe de Pesquisa e Desenvolvimento 

Embrapa Florestas
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Introdução

A conservação da água doce é um tema integrador no contexto 
das estratégias para a conservação da biodiversidade florestal, 
exploração sustentável de produtos florestais, recuperação e 
restauração de florestas e prestação de serviços ambientais 
pelas florestas, temas que constituem a missão da Embrapa 
Florestas. Em diversas regiões do país, se manifestam limitações 
e demandas conflitantes no abastecimento de água doce para 
consumo doméstico, industrial e agrícola, fato que suscita 
discussões e ações para a proteção, recuperação e uso racional 
dos recursos hídricos. Dado o papel das florestas e outras 
formações naturais na conservação dos recursos hídricos 
que, em diferentes níveis, influencia a quantidade, qualidade 
e constância do suprimento de água doce, evidencia-se a 
importância de estudos nessa área, somando forças e propósitos 
para melhores padrões de desenvolvimento do setor florestal.

A água é indispensável para quase todas as funções dos 
ecossistemas e é um recurso fundamental para suportar o 
desenvolvimento socioeconômico. Está diretamente relacionada 
ao bem-estar da sociedade, e a formulação de políticas de manejo 
integrado de recursos hídricos requer um entendimento da sua 
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vulnerabilidade. A qualidade dos corpos hídricos pode variar 
de acordo com a finalidade de uso, se para consumo humano 
(água potável), para uso agrícola ou industrial, para recreação 
ou para manter a qualidade ambiental. Indicadores de avaliação 
da qualidade da água são utilizados para identificar as ações que 
a contaminam ou protegem. Os parâmetros físicos, químicos e 
biológicos mais comumente utilizados para avaliar a qualidade da 
água em geral não são específicos e, portanto, não determinam a 
origem das alterações ambientais. Por exemplo, o uso de micro-
organismos para avaliar a contaminação por material de origem 
fecal seja de origem humana ou animal em amostras de água e 
sedimentos é dificultado pela falta de especificidade; sensibilidade 
à luz; tempo de vida curto; e pouca resistência à variação de 
temperatura (CHEVREMONT et al., 2012; MARTINS, 2007). 

Determinar a magnitude e a origem da poluição fecal através do 
uso de esteróis e ácido biliares podem contribuir na restauração 
de serviços ambientais, principalmente com relação à 
recuperação de ambientes degradados. O uso de biomarcadores 
em sedimentos (i.e. sedimentos de superfície e testemunhos) 
(MACHADO et al. 2014) se constitui numa forma segura 
para identificar poluições por compostos orgânicos ocorridas 
recentemente ou mesmo poluições antigas, visto que têm a 
capacidade de “acumular” essa informação; pois os sedimentos 
refletem a atuação dos parâmetros ambientais por um longo 
período de tempo, constituindo um registro da dinâmica local 
(APRILE et al., 2005). Certos compostos químicos de origem 
natural ou antrópica podem ficar adsorvidos e preservados, 
devido à degradação lenta ou quase nula, sendo possível 
reconstruir cenários do passado.

Considerando esta problemática, esse trabalho apresenta um 
guia prático para a preparação e tratamento da amostra, para 
análise de biomarcadores fecais (i.e. esteróis e ácidos biliares), 
em especial de sedimentos, por cromatografia gasosa (GC) ou 
cromatografia gasosa – espectrometria de massa (GC-MS). O 
enfoque é mostrar o detalhamento das etapas envolvidas na 
preparação das amostras antes da sua análise instrumental.
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Esteróis fecais e ácidos biliares 
Os esteróis fecais (EF) e os ácidos biliares (AB) são compostos 
presentes nas excretas de humanos e animais que podem ser 
utilizados como indicadores da presença de material fecal, 
inclusive indicando a sua origem. Tais substâncias são chamadas 
de biomarcadores e são produzidos pelo metabolismo humano 
e dos animais e excretados através das fezes (STANDLEy 
et al. 2000). Estruturas moleculares destes compostos são 
apresentadas na Figura 1.

Figura 1. Estruturas moleculares dos principais esteróis fecais e ácidos biliares, 
incluindo alguns padrões para cada família de compostos. F.E.: fórmula 
empírica; M.M.: massa molecular em g mol-1.

a) 5α-androstan-3β-ol 
(androstanol) 

 
 

b) 5α-colestano 

 
 

c) 5α-colestan-3β-ol 
(colestanol)

 
 

d) 5β-colestan-3α-ol 
(epicoprostanol) 

 

F.E.: C27H48 
M.M.: 372,67 

F.E.: C27H48 
M.M.: 372,67 

F.E.: C27H48O 
M.M.: 388,67 

F.E.: C27H48O 
M.M.: 388,67 

 
e) 5α-colestan-3-ona 
Coprostanona 

 

 
f) 5β-colestan-3β -ol 
(coprostanol) 

 

 
g) 5-colesten-3β-ol 
(colesterol) 

 

 
h) 24-etil-5α-colestan-3β-ol 
(5α-estigmastanol) 

 

F.E.: C27H46O 
M.M.: 386,65 

F.E.: C27H48O 
M.M.: 388,67 

F.E.: C27H46O 
M.M.: 386,65 

F.E.: C29H52O 
M.M.: 416,72 

 
i) 24-etil-5,22-dicolesten-3β-ol 
(estigmasterol) 

 
 

 
j) 24-etil-5-colesten-3β-ol 
(β-sitosterol) 

 
 

 
k) ácido colan-24-óico (ácido 
colânico) 

 

 
l) ácido 3,7,12-trioxo-colan-
24-óico (ácido desidrocólico) 

 

F.E.: C29H48O 
M.M.: 412,69 

F.E.: C29H50O 
M.M.: 414,71 

F.E.: C24H40O2 
M.M: 360,57 

F.E.: C24H34O5 
M.M: 402,52 

 
m) ácido 3α,7α,12α-trihidroxi-
5β-colan-23-óico (ácido 
norcólico) 

 

 
n) ácido 3α-hidroxi-5β-colan-24-
óico (ácido litocólico) 

 
 

 
o) ácido 3α,7α,12α-trihidroxi-
5β-colan-24-óico (ácido 
cólico) 

 

 
p) ácido 3α,7α-dihidroxi-5β-
colan-24-óico (ácido 
quenodesoxicólico) 

 

F.E.: C23H38O5 
M.M: 394,55 

F.E.: C24H40O3 
M.M: 376,57 

F.E.: C24H40O5 
M.M: 408,57 

F.E.: C24H40O4 
M.M: 392,57 

 
q) ácido 3α,7β-dihidroxi-5β-
colan-24-óico (ácido 
ursodesoxicólico) 

 

 
r) ácido 3α,12α-dihidroxi-5β-
colan-24-óico (ácido 
desoxicólico) 

 
 

 
s) ácido 3α,16α-dihidroxi-5β-
colan-24-óico (ácido 
hiodesoxicólico) 

 

 

F.E.: C24H40O4 
M.M: 392,57 

F.E.: C24H40O4 
M.M: 392,57 

F.E.: C24H40O4 
M.M: 392,57 
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O coprostanol é um típico exemplo de biomarcador ou traçador da 
contaminação por esgotos domésticos (EVERSHED et al., 1997, 
2002), tendo origem a partir do metabolismo do colesterol no 
intestino humano (EVERSHED et al. 2002). Alguns pesquisadores 
têm utilizados os AB como traçadores de esgotos domésticos, 
tanto para elucidar a poluição recente, como de cenários do 
passado (EVERSHED et al., 1997, 2002). Como os EF, os AB 
também são excretados pelos animais, mas a composição e 
a presença podem variar de acordo com a classe e a espécie. 
Existem várias pesquisas que procuram distinguir a origem 
destes (animal ou humano) com o uso desses biomarcadores 
combinados. Nesse caso, são usados diferentes índices 
relacionados com o conteúdo dos diferentes EF e/ou AB (TyAGI et 
al., 2009). É importante ressaltar que tanto os EF como os AB são 
resistentes à degradação, especialmente quando estão adsorvidos 
aos sedimentos. 

Apesar do sucesso como traçador de poluição pelo esgoto, são 
poucos os trabalhos publicados que fizeram uso dos AB para tal 
finalidade, em parte pela dificuldade nas análises. As técnicas 
para a análise dos EF e dos AB não são padronizadas e variam 
em reagentes e procedimentos (BIRK et al., 2012; BULL et al., 
2002; CHALLER et al., 2001; ISOBE et al., 2002; TyAGI et al., 
2009). 

As análises de EF e AB têm duas partes fundamentais: (i) o 
tratamento e preparação da amostra, e (ii) a análise por GC 
ou GC-MS. Na maioria dos artigos não existe um consenso e 
definições claras das etapas de tratamento e preparação da 
amostra. Geralmente, após a extração, a amostra é submetida 
a uma saponificação e dois tipos de fracionamento/purificação. 
No primeiro fracionamento são extraídos os compostos neutros, 
e logo esta fração é submetida a um fracionamento em coluna 
cromatográfica com sílica gel, na qual se busca separar os 
EF. A solução que permanece após o primeiro fracionamento 
é acidificada para a extração dos ácidos. Esse último extrato, 
que contém os ácidos biliares, é esterificado via reação com 
diazometano e ainda pode ser fracionado para isolar os ácidos 
biliares. Ambos os extratos finais dos EF e AB já isolados são 
posteriormente sililados, antes da análise pelo GC-MS. Na Figura 
2 é apresentado um esquema geral do processo.
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Figura 2. Diagrama do procedimento analítico. AB: Ácidos biliares; AC: Ácidos 
carboxílicos; BSTFA+TMCS: N,O-bis(trimetilsilil)trifluoracetamida contendo 
1,0% de trimetilclorosilano; DCM: diclorometano; EF: Esteróis fecais; GC-MS: 
cromatografia gasosa e espectrometria de massa; HC: Hidrocarbonetos; MeOH: 
metanol; N2: nitrogênio gasoso.

 EXTRAÇÃO 
Ultrassom 

1 g amostra seca 
100 µL 5β-cholanoic acid (25 µg mL–1) 

100 µL 5a-androstan-3 β-ol (25 µg mL–1) 
4x 10 mL DCM:MeOH (2:1 v/v) 

Mix em vortex, 1 min 
Juntar os extratos 

Secagem a 40 °C em N2 

SAPONIFICAÇÃO 
Ultrassom 

4 mL de KOH em 90% MeOH 
1h, 120 °C 

EXTRATO NEUTRO 
4x 5 mL de hexano 

Vortex e centrifugação 
Secagem a 40 °C em N2 

FRACIONAMENTO 
Coluna 

0,6 g sílica (120 °C, 24h) 
5 mL hexano, F1 (HC) 

5 mL DCM:MeOH (2:1 v/v), F2 (EF) 
Vial de 2 mL, cada fração 
Secagem a 40 °C em N2 

EXTRATO ÁCIDO 
37% HCl:H2O (1:1 v/v) ate pH 1-2 

4x 5 mL de hexano 
Secagem a 40 °C em N2 

ESTERIFICAÇÃO 

200 µL de diazometano 
1h, tamapdo, temperatura ambiente 

Secagem a 40 °C em N2 
USAR OS EPIs E TRABALHAR NA 
CAPELA LIGADA O TEMPO TODO 

FRACIONAMENTO (opcional) 
Coluna 

0,6 g sílica (120 °C, 24h) 
5 mL DCM:hexano, F1 (AC) 

5 mL DCM:MeOH (2:1 v/v), F2 (AB) 
Vial de 2 mL, cada fração 
Secagem a 40 °C em N2 

SILILAÇÃO 
50 µL BSTFA+TMSC 

70 °C, 1h 
Secagem a 40 °C em N2 

Avolumar em hexano, 0,1 mL 

ANALISE 
GC ou GC/MS 
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Procedimentos para coleta de sedimentos
Diversas técnicas e aparatos podem ser usados na coleta das 
amostras de sedimentos (e.g. tubo PVC, grabbers, amostrador 
dinâmico, etc.). Além disso, o tipo de amostra também pode 
variar (e.g. suspenso na coluna de água, sedimentar superficial, 
testemunho). Considerando que o método pode ser aplicado a 
qualquer amostra sólida e, dependendo da natureza da pesquisa, 
essa pode se diferenciar, este documento tem como objetivo 
principal demonstrar um protocolo analítico para análise de 
esteróis e ácidos biliares em matrizes sólidas após coleta.

Reagentes, materiais e equipamentos
A listagem de reagentes, materiais e equipamentos, 
apresentados nas Tabelas 1 e 2, pretende ser uma referência 
com respeito aos insumos (pureza, marca, fornecedor, etc.) 
utilizados no teste do protocolo apresentado.
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(a) Sistema de vácuo para SPE.

(b) O gerador de diazometano com a 
conexão System 45®.

(c) Bloco de 

aquecimento.

(d) Cartucho de 3 mL com  
600 mg de sílica gel.

Figura 3. Aparelhos usados durante o 
tratamento da amostra para análise por 
cromatografia gasosa (GC).
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Preparação e tratamento de 
amostra

Secagem e preservação da amostra
Diferentes métodos são usados para extrair os compostos 
orgânicos presentes nos sedimentos. O primeiro requisito 
é que o sedimento tem que estar completamente seco. A 
amostra coletada pode ser deixada por vários dias secando 
em temperatura ambiente ou podem ser liofilizadas. Nesse 
caso, a amostra úmida é congelada previamente e liofilizada 
por vácuo aproveitando a sublimação da água congelada. A 
principal vantagem da liofilização é que se evita, ou diminui, a 
ação microbiana sobe a matéria orgânica e analitos de interesse 
presentes na amostra. Após secagem, a amostra é moída 
finamente, peneirada (<250 µm) e armazenada a -20 °C.

Adição do padrão interno
No início do processo extrativo adiciona-se um ou mais padrões, 
com a finalidade de avaliar o processo de extração, antes 
da análise pelo GC. Os padrões são moléculas de estrutura 
similar ao analito a ser analisado. Possuim uma concentração 
conhecida, de modo que se pode calcular a porcentagem de 
recuperação durante o processo de preparação da amostra.

Distintos padrões para análise de ácidos biliares e esteróis fecais 
estão disponíveis na literatura (BIRK et al., 2012; BULL et al., 
2003; CHALER et al., 2001; ELHMMALI et al., 1997, 2000; 
ISOBE et al., 2002; SIMPSON et al., 1999; TyAGI et al., 2008). 
Na Tabela 3 são apresentados alguns padrões usados nos 
estudos de ácidos biliares e esteróis fecais.



19Guia prático para preparação de amostras sedimentares para a análise de ácidos biliares e 
esteróis fecais por cromatografia gasosa – espectrometria de massa (GC-MS)

N
om

e 
em

 in
gl

ês
T
ip

o 
de

 e
st

ud
o

M
at

riz
R
ef

er
ên

ci
a

ác
id

o 
3
α
,6
α
,7
α
-t

rih
id

ro
xi

-5
β-

co
la

n-
2
4
-ó

ic
o

(á
ci

do
 h

io
có

lic
o)

Á
ci

do
s 

bi
lia

re
s

S
ed

im
en

to
El

hm
m

al
i e

t 
al

. 
(1

9
9
7
, 

2
0
0
0
)

5
α
-p

re
gn

an
-3
β-

ol
 (

pr
eg

na
no

l)
5
α
-p

re
gn

an
-3

-o
no

 (
pr

eg
na

no
na

)
ác

id
o 

7
α
,1

2
α
-d

ih
id

ro
xi

-5
β-

co
la

n-
2
4
-ó

ic
o

Es
ta

no
is

Es
ta

no
ne

s
Á

ci
do

s 
bi

lia
re

s
S
ol

o
B
irk

 e
t 

al
. 

(2
0
1
2
)

ác
id

o 
3
α
,7
α
,1

2
α
-t

rih
id

ro
xi

-5
β-

co
la

n-
2
3
-ó

ic
o 

(á
ci

do
 n

or
có

lic
o)

5
α
-c

ol
es

ta
no

Á
ci

do
s 

bi
lia

re
s

Es
te

ró
is

 f
ec

ai
s

Fe
ze

s
T
ya

gi
 e

t 
al

. 
(2

0
0
8
)

ác
id

o 
3
α
,6
α
,7
α
-t

rih
id

ro
xi

-5
β-

co
la

n-
2
4
-ó

ic
o 

(á
ci

do
 h

io
có

lic
o)

5
β-

pr
eg

na
n-

3
α
-o

l (
pr

eg
na

no
l)

Á
ci

do
s 

bi
lia

re
s

Es
te

ró
is

 f
ec

ai
s

S
ol

o
B
ul

l e
t 

al
. 

(2
0
0
3
),

 
S
im

ps
on

 e
t 

al
. 

(1
9
9
9
)

he
xa

tr
ia

co
nt

an
o

fr
ie

de
lin

ác
id

o 
co

la
n-

2
4
-ó

ic
o 

(á
ci

do
 c

ol
ân

ic
o)

Es
te

ró
is

 f
ec

ai
s

Á
ci

do
s 

bi
lia

re
s

Á
gu

a,
 lo

do
C

ha
le

r 
et

 a
l. 

(2
0
0
1
)

ác
id

o 
3
α
,1

6
α
-d

ih
id

ro
xi

-5
β-

co
la

n-
2
4
-ó

ic
o 

(á
ci

do
 h

io
de

so
xi

có
lic

o)
Á

ci
do

s 
bi

lia
re

s
Fe

ze
s

K
el

le
r 

et
 a

l. 
(2

0
0
4
)

T
ab

el
a 

3
. 

Pa
dr

õe
s 

us
ad

os
 n

os
 e

st
ud

os
 d

e 
ác

id
os

 b
ili

ar
es

 e
 e

st
er

ói
s 

fe
ca

is
 e

m
 d

if
er

en
te

s 
m

at
riz

es
.



20 Guia prático para preparação de amostras sedimentares para a análise de ácidos biliares e esteróis 
fecais por cromatografia gasosa – espectrometria de massa (GC-MS)

Extração dos lipídios
A extração de lipídios totais pode ser obtida mediante diferentes 
métodos, os mais comuns são a extração por Soxhlet (BULL et 
al., 2003; BIRK et al., 2012; ELHMMALI et al., 1997, 2000; 
SIMPSON et al., 1999) e por ultrassom (CHALER et al., 2001; 
ISOBE et al., 2002; TyAGI et al., 2008).

A extração por Soxhlet precisa de um equipamento específico 
e o processo demanda pelo menos 24 h. A amostra é colocada 
dentro do Soxhlet e, mediante uma destilação cíclica, os lipídios 
são extraídos. Diclorometano e metanol é a mistura de solventes 
mais usadas (DCM:MeOH 2:1, v/v). Com esse tipo de extração, 
pode-se trabalhar com quantidades relativamente maiores de 
amostra (5-25 g). As principais desvantagens são o tempo longo 
de extração e o uso de quantidades maiores de solventes (BULL 
et al., 2003; BIRK et al., 2012; ELHMMALI et al., 1997, 2000; 
SIMPSON et al., 1999).

A extração por ultrassom é um procedimento mais simples. 
Quantidades menores que 5 g de amostra seca podem ser 
processadas. A amostra é colocada dentro de um tubo, uma 
mistura de solvente é adicionada e logo submetida ao ultrassom. 
Para 1 g de amostra, se adiciona, por exemplo, 10 mL da 
mesma mistura de solventes DCM:MeOH 2:1, v/v. O tempo de 
sonicação é relativamente curto (10-15 min). Como se forma 
uma solução turva, é necessário centrifugar (3.000 rpm, 3 min) 
para separar o sobrenadante. O processo é repetido por quatro 
vezes e, em seguida, juntam-se os extratos (CHALER et al., 
2001; ISOBE et al., 2002; TyAGI et al., 2008).
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Extração por ultrassom (TLE)
- Pesar 1 g de amostra num tubo com tampa de 10 mL, registrar a massa da 
amostra;
- Adicionar 100 µL de ácido 5β-cholanoic (25 µgmL-1);
- Adicionar 100 μL 5β-androstan-3β-ol (25 µg mL-1);
- Extrair com 8 mL DCM:MeOH (2:1 v/v), misturando o sólido com o 
solvente em agitador vortex por 1 min e em ultrassom por 10 min, para cada 
extração;
- Centrifugar cada extração (3.000 rpm, 3 min);
- Com auxílio de pipeta pauster, retirar o sobrenadante e adicionar a um tubo 
de 15 mL com tampa;
- Repetir o processo de extração 5 vezes;
- Secar os extratos juntos sob fluxo de nitrogênio a 40 °C.

Saponificação
O extrato seco é submetido à saponificação com solução de 
KOH, para saponificar os ácidos orgânicos preservados como 
ésteres. O grupo funcional orgânico ácido é convertido a um sal 
de potássio (COO-K+), que poder ser separado dos compostos 
orgânicos neutros por meio de solventes orgânicos antes da 
acidificação do meio.

Diferentes condições de saponificação são descritos na literatura. 
Em alguns casos, as condições são suaves: 0,7 mol L-1 de KOH em 
metanol a temperatura ambiente por 10-14 h (BIRK et al., 2012) 
ou 6% de KOH em metanol a temperatura ambiente durante 12 h 
(CHALLER et al., 2001). Em outros casos, as condições são mais 
vigorosas, sendo 5 mol L-1 de KOH em 90% metanol e aquecimento 
a 120 °C durante 1 h (ELHMMALI et al., 1997, 2000; SIMPSON et 
al., 1999) ou 2 mol L-1 de NaOH em 90% metanol e aquecimento a 
100 °C por 1 h (TyAGI et al., 2008).

Saponificação

- Adicionar 5 mL de 5 M KOH em 90% MeOH;

- Deixar reagir por 1h a 120 °C;

- Agitar no vortex a cada 10 min.
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Separação do extrato neutro
Após saponificação, para conseguir a separação da fração neutra 
(alifáticos, aromáticos; alcoóis, cetonas, incluindo estanóis, 
estanonas, esteróis) da fração ácida (ácidos carboxílicos; 
hidroxiácidos, incluindo os ácidos biliares) é recomendada a 
extração líquido-líquido com um solvente de baixa polaridade. 
Os solventes mais usados são clorofórmio (BIRK et al., 2012; 
SIMPSON et al., 1999) e hexano (CHALLER et al., 2001; TyAGI 
et al., 2008).

Extrato neutro

- Extrair com 5 mL de hexano;

- Misturar em agitador vortex e aguardar a separação das fases;

- Com auxílio de pipeta pauster, pipetar a fase orgânica e passar a um balão;

- Repetir o processo de extração 4 vezes, e juntar os extratos;

- Concentrar os extratos e secar em um vial de 2 mL a 40 °C e sob 

atmosfera de N2;

- Redissolver com 1 mL de hexano.

Uma alternativa para a separação dos compostos neutros dos 
ácidos é o uso de uma coluna de amino-propil (BULL et al., 
1999). Neste caso, tanto os compostos orgânicos neutros 
e os ácidos orgânicos são extraídos simultaneamente após 
acidificação com um solvente orgânico e logo são fracionados 
na coluna de amino-propil. A solução básica obtida após 
saponificação é acidificada com 6 mol L-1 de HCl até pH 3-4, 
seguido por extração com clorofórmio. Os extratos são secos 
e redissolvidos (1 mL) em DCM:isopropanol (2:1 v/v). A coluna 
de amino-propil é condicionada com DCM:isopropanol (2:1 
v/v), a qual se adiciona o extrato redissolvido. A fração neutra 
contendo predominantemente alcoóis e esteróis é eluída com 
DCM:isopropanol (2:1 v/v). A fração ácida, que é mais polar, 
contendo ácidos carboxílicos e hidroxiácidos é eluída com uma 
solução 5% de ácido acético em éter etílico (v/v) (BULL et al., 
1999).
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Fracionamento do extrato neutro
Após a separação dos compostos neutros (alifáticos, aromáticos; 
alcoóis, cetonas, incluindo estanóis, estanonas, esteróis) dos 
compostos polares (ácidos carboxílicos; hidroxiácidos, incluindo 
os ácidos biliares), os primeiros são submetidos a fracionamento 
por meio de uma coluna de sílica gel. Neste fracionamento os 
compostos orgânicos menos polares (e.g. hidrocarbonetos) são 
separados daqueles mais polares (e.g. álcoois).

Fracionamento do extrato neutro
- Colocar 600 mg de sílica ativada (120 °C, 24 h) num cartucho de 3 mL no 
sistema de vácuo para SPE (ver Figura 3a);
- Preencher o cartucho com hexano. Se ocorrer a formação de bolhas, agitar 
com uma espátula removendo-as, e passar solvente até elas desaparecerem;
- Eluir o hexano até que a linha do solvente fique ±1 mm acima do nível da 
sílica;
- Colocar um tubo de 10 mL por baixo, para coletar a primeira fração F1 
(HC): alifáticos e aromáticos;
-Adicionar o extrato dissolvido na etapa anterior e eluir até que a linha do 
solvente fique ±1 mm acima da sílica;
- Eluir a coluna com 5 mL de hexano;
- Deixar o solvente ficar ±1 mm acima da sílica, e fechar a torneira;
- Tirar o tubo com a F1 (HC) do sistema;
- Colocar outro tubo de 10 mL por baixo, para coletar a segunda fração F2 
(EF): alcoóis, cetonas, incluindo estanóis, estanonas e esterois;
- Eluir completamente com 5 mL DCM:MeOH (2:1 v/v);
- Secar sob fluxo de nitrogênio a 40 °C em um vial de 2 mL.



24 Guia prático para preparação de amostras sedimentares para a análise de ácidos biliares e esteróis 
fecais por cromatografia gasosa – espectrometria de massa (GC-MS)

Separação do extrato ácido
Após a saponificação e a extração dos compostos neutros, 
a solução básica é acidificada, para facilitar a extração dos 
compostos orgânicos ácidos.

Extrato ácido

- Depois da extração da fração neutra, o líquido é acidificado com 37% 

HCl:H2O (1:1 v/v) entre pH 1-2;

- Extrair com 5 mL de hexano;

- Misturar no vortex e deixar separar as fases;

- Com uma pipeta pauster, tirar a fase orgânica e passar a um balão;

- Repetir o processo 4 vezes, juntar os extratos;

- Secar sob fluxo de nitrogênio a 40 °C em um vial de 2 mL.

Esterificação
Os ácidos orgânicos extraídos no passo precedente são 
esterificados. Existem diversos procedimentos para a 
esterificação do grupo ácido (COOH). São alguns deles: HCl 
em metanol com aquecimento a 80 °C durante 2 h (BIRK et 
al., 2012) e complexo BF3:MEOH (CHALLER et al., 2001, BULL 
et al., 1999). Esses dois processos de esterificação requerem 
etapas adicionais de limpeza.

Um procedimento mais simples é o uso de diazometano. Neste 
caso, o agente esterificante é preparado com antecedência 
e, depois de adicionado ao extrato, deixa-se reagir e logo se 
procede a secagem. Assim, tem-se a amostra pronta para a 
sililação, sem precisar fazer as etapas de limpeza ou passar a 
amostra esterificada para outro frasco. Entretanto, a preparação 
do diazometano requer cuidados, pois o gás gerado é tóxico, 
sendo o uso de EPI obrigatório (luvas nitrílicas, óculos de 
segurança e máscara para vapores orgânicos). Além desses 
cuidados, todo o procedimento dever ser realizado em capela de 
exaustão.
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Esterificação 

USAR OS EPIs E TRABALHAR NA CAPELA LIGADA DURANTE TODO O 

TEMPO

- Preparar diazometano (ver anexos);

- Adicionar 50 µL de metanol ao vial com a amostra;

- Adicionar 200 µL de diazometano em éter e tampar;

- Deixar reagir 1h a temperatura ambiente;

- Secar a 40 °C em nitrogênio gasoso;

- Redissolver com 1 mL de hexano caso proceder o fracionamento (descrito 

a seguir).

Fracionamento da fração ácida (opcional)
Nesta fração tem-se os compostos ácidos (e.g. ácidos 
carboxílicos) separados dos hidroxiácidos (e.g. ácidos biliares), 
tendo assim uma fração com hidroxiácidos com menor 
interferência para ser analisada. Para isso, o extrato é submetido 
a um novo fracionamento após a esterificação em sílica gel.

Fracionamento da fração ácida (opcional)

- Colocar 600 mg de sílica ativada (120 °C, 24 h) num cartucho;

- Preencher com DCM:hexano (2:1 v/v);

- Se ocorrer a formação de bolhas: mexer com uma espátula, removendo-as, 

e passar solvente até elas desaparecerem;

- Eluir até que a linha do solvente fique ± 1 mm acima da sílica;

- Colocar um tubo de 10 mL por baixo, para coletar a primeira fração, F1 

(AC): éster metílico dos ácidos carboxílicos;

- Adicionar o extrato dissolvido na etapa anterior e eluir até a linha do 

solvente ficar ± 1–2 mm acima da sílica;

- Eluir a coluna com 5 mL de DCM:hexano (2:1 v/v);

- Deixar o solvente ficar ± 1–2 mm acima da sílica;

- Tirar o tubo com a F1 (AC);

- Colocar outro tubo de 10 mL por baixo, para coletar a segunda fração, F2 

(AB): éster metílico dos hidroxiácidos;

- Adicionar 5 mL DCM:MeOH (2:1 v/v) e eluir completamente;

- Secar sob fluxo de nitrogênio a 40 °C em um vial de 2 mL.
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Sililação
A sililação é a reação de derivatização mais amplamente usada 
para análise GC. Na sililação, um átomo de hidrogênio ativo 
(–OH, –COOH, =NH, –NH2, e –SH) é substituído por um 
grupo alquilsililo, na maioria das vezes de trimetilsililo (TMS: 
−Si(CH3)3). Em comparação com os compostos originais, 
os derivados de sililo são normalmente mais voláteis, menos 
polares, e mais estáveis termicamente, o que ajuda na análise 
pelo GC, em especial com os compostos de alto peso molecular. 
O agente sililante mais usado é a mistura de N,O-bis(trimetilsilil)
trifluoracetamida, contendo 1,0% de trimetilclorosilano (BSTFA 
+ TMCS). Tanto o produto sililado como o reagente são 
sensíveis à umidade, por isso recomenda-se que a análise seja 
feita em até 24 horas.

Sililação

- Adicionar o padrão de injeção (e.g. 5α-colestano, 0,25 µg) a cada fração 

de esteróis e ácidos biliares, respectivamente F2(EF) e F2(AB) ou sem 

fracionamento;

- Adicionar 50 µL de BSTFA+TMCS;

- Deixar reagir a 70 °C por 1h no vial fechado;

- Secar sob fluxo de nitrogênio a 40 °C;

- Diluir com 0,1 mL de hexano e analisar em até 24 h.
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Considerações finais

O cromatograma gerado das frações contendo os EF e AB 
(sem fracionamento dos ácidos carboxílicos) é apresentado na 
Figura 4. Esse foi obtido de uma amostra de sedimento de rio. 
Além das frações de EF e AB, durante o processo são geradas 
duas frações adicionais. A primeira contém hidrocarbonetos 
alifáticos e aromáticos F1(HC), correspondente à separação dos 
EF, e a outra ácidos carboxílicos F1(AC), quando fracionada 
em sílica gel, correspondente aos AB. Essas frações contêm 
compostos orgânicos, que podem estar relacionados à poluição 
antropogênica, pois apresenta uma relação indireta com poluição 
por esgotos. Em resumo, o presente documento descreve um 
procedimento detalhado o qual permite analisar os EF dos AB 
por GC-MS, e fornece também alternativas descritas na literatura 
para possíveis alterações quando a metodologia empregada não 
atende a complexidade da matriz usada (e.g. separação dos 
ácidos carboxílicos dos hidroxiácidos).
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Figura 4. Cromatogramas parciais das correntes totais de íons e 
fragmentogramas característicos dos esteróis e ácidos biliares. Frações dos 
EF (a) e AB (b) (sem fracionamento dos ácidos carboxílicos), nos quais: 
1e - coprostanol, 2e - epicoprostanol, 3e - colesterol, 4e - colestanol, 5e - 
5β-estigmastanol, 6e - estigmasterol, 7e - β-sitosterol, 8e - 5α-estigmastanol, 
1a - ácido litocólico (3β), 2a - ácido litocólico (3α), 3a - ácido desoxicólico (3β), 
4a - ácido desoxicólico (3α), 5a  - ácido hiodesoxicólico (3α). Condições: GC 
- forno: 40 °C (1 min), 10 °C min-1 até 150 °C, então 4 °C min-1 até 310 °C 
(25 min), injetor (injeção 1 µL, splitless 1 min, 290 °C), coluna: ZB - 5ms (60 
m, 0,25 mm, 25 µm); MS - fonte de íons (200 °C), 70 eV, corrente 250 mA, 
m/z 60 - 650, tempo total de ciclo 0,58 s.
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Anexos

Esterificação com diazometano

OBS: O reagente acima poder ser substituído por N-nitro-N-metil-uréia.

Essa esterificação apresenta-se a mais adequada para a análise 
de compostos traços, pois ocorre em temperatura ambiente, não 
havendo riscos de perda dos compostos por degradação, com o 
mínimo efeito de matriz e sem etapas de purificação, o que ajuda 
na quantificação e caracterização dos compostos.

OBS: Usar corretamente todos os EPIs (máscara série 6.000, luvas de 
nitrila, óculos de proteção, capela sempre ligada) durante a preparação 
do composto e sempre que se manipular algum resíduo dele. Após o 
processo, neutralizar qualquer resíduo formado com sílica ácida.

O processo de esterificação por diazometano ocorre da seguinte 
forma:

• Secar o reagente do N-nitro-N-metil-uréia a 40 °C sob fluxo 
de N2; 

• Após seco, pesar 0,174 mg do composto, o que equivale a 
0,134 mmol;

• O composto deve ser colocado dentro da parte superior do 
aparato para preparação de diazometano (Figura 2d) e depois 
adicionar 0,5 mL de água ultrapura. Fechar com a tampa;

• Preparar um banho de gelo;
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• Adicionar com uma seringa 1 mL de KOH 55,5%, 
vagarosamente ±0,1 mL min-1; e agitar com cuidado sob o 
banho de gelo;

• A formação do diazometano será percebida pela aparição de 
cor amarelo no éter, o sistema deve ficar em repouso durante 
1 h;

• Adicionar o reagente ao vial com a amostra;

• Neutralizar o resíduo com ácido salicílico e descartar 
apropriadamente (solvente orgânico não clorado).

OBS: Usar corretamente todos os EPIs (máscara série 6.000, luva 
de nitrila, óculos de proteção, capela sempre ligada) durante a 
preparação do composto e sempre que se manipular algum resíduo 
dele. Após o processo, neutralizar qualquer resíduo formado com 
sílica ácida.

Teste de coluna de fracionamento de esteróis fecais

Reagentes e materiais

• Sílica gel

• Hexano

• DCM

• MeOH

Preparar

• Sílica gel ativada: 120 °C, >24 h;

• Solução teste de esteróis 100 µg mL-1 de cada analito;

• DCM:MeOH (2:1, v/v).
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Procedimento

Coluna

• Preencher um cartucho com 0,6 g sílica gel ativada, adicionar 
solvente hexano;

• Se tiver bolhas: mexer com uma espátula, removendo- as, e 
passar solvente ate elas desaparecer;

• Repetir até que a coluna esteja ótima;

• Deixar o nível de solvente aproximadamente 1–2 mm acima 
da sílica.

Fração não polar F1 (HC): Alifáticos, Aromáticos

• Colocar um tubo de ensaio para coletar a primeira fração F1 
(HC);

• Adicionar 1 mL da solução contendo os analitos;

• Deixar pingar com vácuo até que o nível de solvente este 
aproximadamente 1–2 mm acima do nível da sílica;

• Adicionar pouco a pouco 5 mL de hexano, fazer vácuo, sem 
deixar a coluna secar;

• Coletar a fração F1 (HC);

• Quando o nível de solvente estiver aproximadamente 1–2 
mm acima da sílica, parar o vácuo, trocar por outro tubo para 
coletar a segunda fração F2 (EF).

Nunca deixar a coluna secar.
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Fração polar F2 (EF): Alcoóis, cetonas, incluindo estanóis, 
estanonas, esteróis)

• Adicionar pouco a pouco 5 mL de DCM:MeOH (2:1, v/v);

• Coletar a fração F2 (EF);

• Concentrar cada fração ate secura em um vial de 2 mL, sob 
fluxo de de N2.

Derivatização

• Derivatizar com 50 µL de BSTFA, a 70 °C, 1 h;

• Secagem em fluxo de N2;

• Diluir com 1  mL de hexano;

• Injetar no GC.

Teste de coluna de fracionamento ácidos biliares após reação de 
esterificação

Reagentes e materiais

• Sílica gel

• Hexano

• DCM

• MeOH

• Mix de ácidos carboxílicos (C15:0, C19:0, C22:0)

Preparar:

• Sílica gel ativada: 120 °C, >24 h;

• Solução teste de ácido biliares 100 µg/mL de cada analito;

• DCM:hexano (2:1, v/v);

• DCM:MeOH (2:1, v/v).
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Procedimento

Coluna

• Preencher um cartucho com 0,6 g sílica gel ativada, adicionar 
solvente hexano;

• Se tiver bolhas, sugar todo com vácuo e preencher 
novamente;

• Repetir até que a coluna esteja ótima;

• Deixar o nível de solvente aproximadamente 1–2 mm acima 
da sílica.

Fração não polar F1 (AC): éster metílico dos ácidos carboxílicos

• Colocar um tubo de ensaio para coletar a primeira fração F1 
(AC);

• Adicionar 1 mL da solução contendo os analitos. Deixar 
pingar com vácuo até que o nível de solvente esteja 
aproximadamente 1–2 mm acima do nível da sílica;

• Adicionar pouco a pouco 5 mL de hexano, fazer vácuo. 
Nunca secar a coluna;

• Coletar a fração F1 (AC);

• Quando o nível de solvente estiver aproximadamente 1–2 
mm acima da sílica, parar o vácuo, trocar por outro tubo para 
coletar a segunda fração F2 (AB). Nunca secar a coluna;
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Fração polar F2 (AB): hidroxi acido metil éster, incluindo ácidos 
biliares metil éster)

• Adicionar pouco a pouco 5 mL de DCM:MeOH (2:1, v/v)

• Coletar a fração F2 (AB);

• Concentrar cada fração em um vial de 2 mL, baixo atmosfera 
de N2.

Derivatização

• Derivatizar com 50 µL de BSTFA, @ 70 °C, 1 h;

• Secagem sob baixa atmosfera de N2;

• Diluir com 1 mL de nhexano;

• Injetar no GC.
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