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Apresentacao

Oferta e qualidade da dgua sdo temas recorrentes nas
discussdes e acOes para a protecao, recuperacao e uso racional
dos recursos hidricos e florestais. No que se refere a qualidade
de agua, a poluicdo de aguas superficiais por esgotos e
efluentes é um risco para a salide humana e para a integridade
dos ecossistemas aquaticos, em funcao da variedade de
microrganismos patogénicos associados a poluicéo.

Nesse estudo, os autores defendem o uso de esterdis e acido
biliares na determinacdo da magnitude e da origem da poluicdo
em sistemas aquaticos, especialmente em sedimentos. Este
método seria mais adequado aos métodos microbioldgicos, que
nao identificam as fontes de poluicdo. Os autores consideram
que a determinacao da magnitude e da origem da poluicao
fornece subsidios para a restauracao de servicos ambientais em
ambientes degradados. A publicacdo mostra um procedimento
detalhado para preparacao e tratamento de amostras de
sedimentos, para posterior andlise de biomarcadores por
cromatografia gasosa — espectrometria de massa (GC-MS).

Sergio Gaiad
Chefe de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Florestas
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Guia pratico para
preparacao de amostras
sedimentares para a analise
de acidos biliares e esterdis
fecais por cromatografia
gasosa — espectrometria de
massa (GC-MS)

Juan Masias Sanez
Fabricio Augusto Hansel
Lucilia Maria Parron
Sandro José Froehner

Introducéao

A conservacdo da agua doce é um tema integrador no contexto
das estratégias para a conservacao da biodiversidade florestal,
exploracao sustentavel de produtos florestais, recuperacao e
restauracao de florestas e prestacao de servicos ambientais
pelas florestas, temas que constituem a missao da Embrapa
Florestas. Em diversas regides do pais, se manifestam limitacdes
e demandas conflitantes no abastecimento de 4gua doce para
consumo doméstico, industrial e agricola, fato que suscita
discussdes e acoes para a protecao, recuperacao e uso racional
dos recursos hidricos. Dado o papel das florestas e outras
formacdes naturais na conservacao dos recursos hidricos

que, em diferentes niveis, influencia a quantidade, qualidade

e constancia do suprimento de dgua doce, evidencia-se a
importancia de estudos nessa area, somando forcas e propdsitos
para melhores padroes de desenvolvimento do setor florestal.

A 4agua é indispensavel para quase todas as funcoes dos
ecossistemas e é um recurso fundamental para suportar o
desenvolvimento socioeconémico. Esta diretamente relacionada
ao bem-estar da sociedade, e a formulacdo de politicas de manejo
integrado de recursos hidricos requer um entendimento da sua
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vulnerabilidade. A qualidade dos corpos hidricos pode variar

de acordo com a finalidade de uso, se para consumo humano
(dgua potavel), para uso agricola ou industrial, para recreacao

ou para manter a qualidade ambiental. Indicadores de avaliacéo
da qualidade da 4gua sao utilizados para identificar as acdes que
a contaminam ou protegem. Os parametros fisicos, quimicos e
bioldgicos mais comumente utilizados para avaliar a qualidade da
agua em geral ndo sao especificos e, portanto, ndo determinam a
origem das alteracdes ambientais. Por exemplo, o uso de micro-
organismos para avaliar a contaminacao por material de origem
fecal seja de origem humana ou animal em amostras de agua e
sedimentos é dificultado pela falta de especificidade; sensibilidade
a luz; tempo de vida curto; e pouca resisténcia a variacao de
temperatura (CHEVREMONT et al., 2012; MARTINS, 2007).

Determinar a magnitude e a origem da poluicao fecal através do
uso de esterdis e acido biliares podem contribuir na restauracao
de servicos ambientais, principalmente com relacéao a
recuperacao de ambientes degradados. O uso de biomarcadores
em sedimentos (i.e. sedimentos de superficie e testemunhos)
(MACHADQO et al. 2014) se constitui numa forma segura

para identificar poluic6es por compostos organicos ocorridas
recentemente ou mesmo poluicdes antigas, visto que tém a
capacidade de “acumular” essa informacao; pois os sedimentos
refletem a atuacdo dos pardmetros ambientais por um longo
periodo de tempo, constituindo um registro da dindmica local
(APRILE et al., 2005). Certos compostos quimicos de origem
natural ou antrépica podem ficar adsorvidos e preservados,
devido a degradacéo lenta ou quase nula, sendo possivel
reconstruir cendrios do passado.

Considerando esta problematica, esse trabalho apresenta um
guia pratico para a preparacao e tratamento da amostra, para
andlise de biomarcadores fecais (/.e. esterdis e acidos 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
preparacdo das amostras antes da sua analise instrumental.
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Figura 1. Estruturas moleculares dos principais esterdis fecais
incluindo alguns padrées para cada familia de compostos. F.E.: férmula
empirica; M.M.: massa molecular em g mol™.

Os esterodis fecais (EF) e os acidos biliares (AB) sdao compostos
presentes nas excretas de humanos e animais que podem ser
utilizados como indicadores da presenca de material fecal,
inclusive indicando a sua origem. Tais substancias sdao chamadas
de biomarcadores e sao produzidos pelo metabolismo humano
e dos animais e excretados através das fezes (STANDLEY

et al. 2000). Estruturas moleculares destes compostos séo
apresentadas na Figura 1.
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O coprostanol é um tipico exemplo de biomarcador ou tracador da
contaminacao 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
tém utilizados os AB como tracadores de esgotos domésticos,
tanto para elucidar a poluicao recente, como de cenarios do
passado (EVERSHED et al., 1997, 2002). Como os EF, os AB
também sao excretados pelos animais, mas a composicao e

a presenca podem variar de acordo com a classe e a espécie.
Existem varias pesquisas que procuram distinguir a origem

destes (animal ou humano) com o uso desses biomarcadores
combinados. Nesse caso, sdo usados diferentes indices
relacionados com o conteudo dos diferentes EF e/ou AB (TYAGI et
al., 2009). E importante ressaltar que tanto os EF como os AB sao
resistentes a degradacao, especialmente quando estdao adsorvidos
aos sedimentos.

Apesar do sucesso como tracador de poluicdo pelo esgoto, séo
poucos os trabalhos publicados que fizeram uso dos AB para tal
finalidade, em parte pela dificuldade nas andlises. As técnicas
para a andlise dos EF e dos AB nado sao 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 andlises de EF e AB tém duas partes fundamentais: (i) o
tratamento e preparacao da amostra, e (ii) a anélise por GC

ou GC-MS. Na maioria dos artigos ndao existe um consenso e
definicoes claras das etapas de tratamento e preparacao da
amostra. Geralmente, apds a extracdo, a amostra é submetida
a uma saponificacao e dois tipos de fracionamento/purificacao.
No primeiro fracionamento sdo extraidos os compostos neutros,
e logo esta fracdo é submetida a um fracionamento em coluna
cromatogréafica com silica gel, na qual se busca separar os

EF. A solucao que permanece apds o primeiro fracionamento

é acidificada para a extracao dos acidos. Esse dltimo extrato,
que contém os acidos biliares, é esterificado via reacdao com
diazometano e ainda pode ser fracionado para isolar os acidos
biliares. Ambos os extratos finais dos EF e AB ja isolados séo
posteriormente sililados, antes da andlise pelo GC-MS. Na Figura
2 é apresentado um esquema geral do processo.



Guia préatico para preparacdo de amostras sedimentares para a andlise de acidos biliares e 13
esterdis fecais por cromatografia gasosa - espectrometria de massa (GC-MS)

Figura 2. Diagrama do procedimento analitico. AB: Acidos biliares; AC: Acidos
carboxilicos; BSTFA + TMCS: N,O-bis(trimetilsilil)trifluoracetamida contendo
1,0% de trimetilclorosilano; DCM: diclorometano; EF: Esterdéis fecais; GC-MS:
cromatografia gasosa e espectrometria de massa; HC: Hidrocarbonetos; MeOH:
metanol; N,: nitrogénio gasoso.
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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
dindmico, etc.). Além disso, o tipo de amostra também pode
variar (e.g. suspenso na coluna de agua, sedimentar superficial,
testemunho). Considerando que o método pode ser aplicado a
qualquer amostra sdlida e, dependendo da natureza da pesquisa,
essa pode se diferenciar, este documento tem como objetivo
principal demonstrar um protocolo analitico para andlise de
esterdis e acidos biliares em matrizes sélidas apds coleta.

Reagentes, materiais e equipamentos

A listagem de reagentes, materiais e equipamentos,
apresentados nas Tabelas 1 e 2, pretende ser uma referéncia
com respeito aos insumos (pureza, marca, fornecedor, etc.)
utilizados no teste do protocolo apresentado.
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“ ,"- 4w (@) Sistema de vécuo para SPE.

(b) O gerador de diazometano com a
conexdo System 459,

(c) Bloco de
aquecimento.

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

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

Secagem e preservacao da amostra

Diferentes métodos sdo usados para extrair os compostos
organicos presentes nos sedimentos. O primeiro requisito

é que o sedimento tem que estar completamente seco. A
amostra coletada pode ser deixada por varios dias secando
em temperatura ambiente ou podem ser liofilizadas. Nesse
caso, a amostra iumida é congelada previamente e liofilizada
por vacuo aproveitando a sublimacao da agua congelada. A
principal vantagem da liofilizacdo é que se evita, ou diminui, a
acao microbiana sobe a matéria organica e analitos de interesse
presentes na amostra. Apds secagem, a amostra é moida
finamente, peneirada (<250 ym) e armazenada a -20 °C.

Adicao do padrao interno

No inicio do processo extrativo adiciona-se um ou mais padroes,
com a finalidade de avaliar o processo de extracao, antes

da analise pelo GC. Os padrdes sdo moléculas de estrutura
similar ao analito a ser analisado. Possuim uma concentracao
conhecida, de modo que se pode calcular a porcentagem de
recuperacao durante o processo de preparacao da amostra.

Distintos padrdes para analise de acidos biliares e esterdis fecais
estdo disponiveis 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 sdao apresentados alguns padrdes usados nos
estudos de acidos biliares e esterdis fecais.
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Extracado dos lipidios

A extracao de lipidios totais pode ser obtida mediante diferentes
métodos, os mais comuns sao a extracao 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 extracdo por Soxhlet precisa de um equipamento especifico

e o processo demanda pelo menos 24 h. A amostra é colocada
dentro do Soxhlet e, mediante uma destilacao ciclica, os lipidios
sado extraidos. Diclorometano e metanol é a mistura de solventes
mais usadas (DCM:MeOH 2:1, v/v). Com esse tipo de extracao,
pode-se trabalhar com quantidades relativamente maiores de
amostra (5-25 g). As principais desvantagens sao o tempo longo
de extracao 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 extracao 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
sonicacao é relativamente curto (10-15 min). Como se forma
uma solucao turva, é necessario 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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Extracdo por ultrassom (TLE)

- Pesar 1 g de amostra num tubo com tampa de 10 mL, registrar a massa da
amostra;

- Adicionar 100 uL de &cido 5B-cholanoic (25 ugmL');

- Adicionar 100 pL 50-androstan-3f-ol (25 yg mL");

- Extrair com 8 mL DCM:MeOH (2:1 v/v), misturando o sélido com o
solvente em agitador vortex por 1 min e em ultrassom por 10 min, para cada
extracao;

- Centrifugar cada extracdo (3.000 rpm, 3 min);

- Com auxilio de pipeta pauster, retirar o sobrenadante e adicionar a um tubo
de 15 mL com tampa;

- Repetir o processo de extracdao 5 vezes;

- Secar os extratos juntos sob fluxo de nitrogénio a 40 °C.

Saponificacédo

O extrato seco é submetido a saponificacdo com solucao de
KOH, para saponificar os acidos organicos preservados como
ésteres. O grupo funcional organico acido é convertido a um sal
de potéassio (COOK™*), que poder ser separado dos compostos
orgéanicos neutros por meio de solventes organicos antes da
acidificacao do meio.

Diferentes condic6es de saponificacdao sao descritos na literatura.
Em alguns casos, as condicoes sédo suaves: 0,7 mol L' 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 condicdes sdao mais
vigorosas, sendo 5 mol L' 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' de NaOH em 90% metanol e aquecimento a
100 °C por 1 h (TYAGI et al., 2008).

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

- Deixar reagir por 1Th a 120 °C;

- Agitar no vortex a cada 10 min.
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Separacdo do extrato neutro

Apds saponificacdo, para conseguir a separacao da fracdo neutra
(alifaticos, aroméaticos; alcodis, cetonas, incluindo estandis,
estanonas, esteréis) da fracdo acida (acidos carboxilicos;
hidroxiacidos, incluindo os acidos biliares) é recomendada a
extracao liquido-liquido com um solvente de baixa polaridade.

Os solventes mais usados sao cloroférmio (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 separacao das fases;

- Com auxilio de pipeta pauster, pipetar a fase organica e passar a um balao;
- Repetir o processo de extracao 4 vezes, e juntar os extratos;

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

- Redissolver com 1 mL de hexano.

Uma alternativa para a separacdao dos compostos neutros dos
acidos é o uso de uma coluna de amino-propil (BULL et al.,
1999). Neste caso, tanto os compostos organicos neutros

e os acidos organicos sao extraidos simultaneamente apoés
acidificacdo com um solvente orgéanico e logo sao fracionados
na coluna de amino-propil. A solucdo basica obtida apds
saponificacdo é acidificada com 6 mol L' de HCI até pH 3-4,
seguido por extracao com cloroférmio. Os extratos sdao 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 fracdo neutra
contendo predominantemente alcodis e esterdis é eluida com
DCM:isopropanol (2:1 v/v). A fracdo acida, que é mais polar,
contendo acidos carboxilicos e hidroxiacidos é eluida com uma
solucdo 5% de acido acético em éter etilico (v/v) (BULL et al.,
1999).
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Fracionamento do extrato neutro

Apds a separacdao dos compostos neutros (alifaticos, aromaticos;
alcodis, cetonas, incluindo estandis, estanonas, esterdis) dos
compostos polares (acidos carboxilicos; hidroxiacidos, incluindo
os acidos biliares), os primeiros sdao submetidos a fracionamento
por meio de uma coluna de silica gel. Neste fracionamento os
compostos organicos menos polares (e.g. hidrocarbonetos) sdo
separados daqueles mais polares (e.g. alcoois).

Fracionamento do extrato neutro

- Colocar 600 mg de silica ativada (120 °C, 24 h) num cartucho de 3 mL no
sistema de vacuo para SPE (ver Figura 3a);

- Preencher o cartucho com hexano. Se ocorrer a formacéo de bolhas, agitar
com uma espatula removendo-as, e passar solvente até elas desaparecerem;
- Eluir o hexano até que a linha do solvente figue +£1 mm acima do nivel da
silica;

- Colocar um tubo de 10 mL por baixo, para coletar a primeira fracao F1
(HC): alifaticos e aromaticos;

-Adicionar o extrato dissolvido na etapa anterior e eluir até que a linha do
solvente fique =1 mm acima da silica;

- Eluir a coluna com 5 mL de hexano;

- Deixar o solvente ficar =1 mm acima da silica, 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 fracdo F2
(EF): alcodis, cetonas, incluindo estandis, estanonas e esterois;

- Eluir completamente com 5 mL DCM:MeOH (2:1 v/v);

- Secar sob fluxo de nitrogénio a 40 °C em um vial de 2 mL.
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Separacdo do extrato acido

Apds a saponificacao e a extracdo dos compostos neutros,
a solucao basica é acidificada, para facilitar a extracdo dos
compostos organicos 4cidos.

Extrato acido

- Depois da extracdo da fracdo neutra, o liquido é acidificado com 37 %
HCI:H,O (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 organica e passar a um balao;

- Repetir o processo 4 vezes, juntar os extratos;

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

Esterificacao

Os acidos organicos extraidos no passo precedente sao
esterificados. Existem diversos procedimentos para a
esterificacdo do grupo acido (COOH). Sao alguns deles: HCI

em metanol com aquecimento a 80 °C durante 2 h (BIRK et
al., 2012) e complexo BF,:MEOH (CHALLER et al., 2001, BULL
et al., 1999). Esses dois processos de esterificacdo requerem
etapas adicionais de limpeza.

Um procedimento mais simples é o uso de diazometano. Neste
caso, o agente esterificante é preparado com antecedéncia

e, depois de adicionado ao extrato, deixa-se reagir e logo se
procede a secagem. Assim, tem-se a amostra pronta para a
sililacdo, sem precisar fazer as etapas de limpeza ou passar a
amostra esterificada para outro frasco. Entretanto, a preparacéao
do diazometano requer cuidados, pois o gas gerado é téxico,
sendo o uso de EPI obrigatério (luvas nitrilicas, 6culos de
seguranca e mascara para vapores organicos). Além desses
cuidados, todo o procedimento dever ser realizado em capela de
exaustao.
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Esterificacdo

USAR OS EPIs E TRABALHAR NA CAPELA LIGADA DURANTE TODO O
TEMPO

- Preparar diazometano (ver anexos);

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

- Adicionar 200 yL de diazometano em éter e tampar;

- Deixar reagir 1h a temperatura ambiente;

- Secar a 40 °C em nitrogénio gasoso,

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

a seguir).

Fracionamento da fracdo acida (opcional)

Nesta fracdo tem-se os compostos acidos (e.g. acidos
carboxilicos) separados dos hidroxiacidos (e.g. acidos biliares),
tendo assim uma fracdo com hidroxidcidos com menor
interferéncia para ser analisada. Para isso, o extrato é submetido
a um novo fracionamento apds a esterificacao em silica gel.

Fracionamento da fracdo acida (opcional)

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

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

- Se ocorrer a formacao de bolhas: mexer com uma espatula, removendo-as,
e passar solvente até elas desaparecerem;

- Eluir até que a linha do solvente figue £ 1 mm acima da silica;

- Colocar um tubo de 10 mL por baixo, para coletar a primeira fracao, F1
(AC): éster metilico dos acidos carboxilicos;

- Adicionar o extrato dissolvido na etapa anterior e eluir até a linha do
solvente ficar = 1-2 mm acima da silica;

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

- Deixar o solvente ficar = 1-2 mm acima da silica;

- Tirar o tubo com a F1 (AC);

- Colocar outro tubo de 10 mL por baixo, para coletar a segunda fracédo, F2
(AB): éster metilico dos hidroxiacidos;

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

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

A sililacdo é a reacdo de derivatizacao mais amplamente usada
para analise GC. Na sililacdo, um atomo de hidrogénio ativo
(-OH, -COOH, =NH, -NH,, e —~SH) é substituido por um
grupo alquilsililo, na maioria das vezes de trimetilsililo (TMS:
—Si(CH,),). Em comparagéo com os compostos originais,

os derivados de sililo sdo normalmente mais volateis, menos
polares, e mais estaveis termicamente, o que ajuda na andlise
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 sdo
sensiveis a umidade, por isso recomenda-se que a analise seja
feita em até 24 horas.

Sililacao

- Adicionar o padrao de injecao (e.g. ba-colestano, 0,25 ug) a cada fracao
de esterdis e acidos biliares, respectivamente F2(EF) e F2(AB) ou sem
fracionamento;

- Adicionar 50 yL de BSTFA + TMCS;

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

- Secar sob fluxo de nitrogénio a 40 °C;

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

O cromatograma gerado das fracoes contendo os EF e AB

(sem fracionamento dos acidos carboxilicos) é apresentado na
Figura 4. Esse foi obtido de uma amostra de sedimento de rio.
Além das fracoes de EF e AB, durante o processo sao geradas
duas fracdes adicionais. A primeira contém hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos F1(HC), correspondente a separacao dos
EF, e a outra acidos carboxilicos F1(AC), quando fracionada

em silica gel, correspondente aos AB. Essas fracoes contém
compostos organicos, que podem estar relacionados a poluicao
antropogénica, pois apresenta uma relacao indireta com poluicao
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 possiveis alteracdes quando a metodologia empregada nao
atende a complexidade da matriz usada (e.g. separacao dos
acidos carboxilicos dos hidroxiacidos).
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Figura 4. Cromatogramas parciais das correntes totais de ions e
fragmentogramas caracteristicos dos esterdis e acidos biliares. Fracdes dos
EF (a) e AB (b) (sem fracionamento dos &acidos carboxilicos), nos quais:

1e - coprostanol, 2e - epicoprostanol, 3e - colesterol, 4e - colestanol, be -
5B-estigmastanol, 6e - estigmasterol, 7e - B-sitosterol, 8e - ba-estigmastanol,
1a - &cido litocdlico (3B), 2a - acido litocdlico (3a), 3a - acido desoxicélico (3p),
4a - acido desoxicdlico (3a), 5a - acido hiodesoxicdlico (3a). Condicoes: GC
- forno: 40 °C (1 min), 10 °C min' até 150 °C, entdo 4 °C min' até 310 °C
(25 min), injetor (injecdo 1 uL, splitless 1 min, 290 °C), coluna: ZB - 5ms (60
m, 0,25 mm, 25 ym); MS - fonte de ions (200 °C), 70 eV, corrente 250 mA,
m/z 60 - 650, tempo total de ciclo 0,58 s.



Guia préatico para preparacdo de amostras sedimentares para a andlise de &cidos biliares e 29
esterdis fecais por cromatografia gasosa — espectrometria de massa (GC-MS)

Referéncias

APRILE, F. M.; DARWICH, A. J.; RAPOSO, J. C. Consideracoes
sobre a geoquimica e dindmica sedimentar do Lago Tupé. In:
SANTOS-SILVA, E. N.; APRILE, F. M.; SCUDELLER, V. V.;
MELO, S. (Org.). Biotupé: Meio Fisico, Diversidade Bioldgica e
Sociocultural do Baixo Rio Negro, Amazo6nia Central. Manaus:
INPA, 2005. p. 69-83.

BIRK, J. J.; DIPPOLD, M.; WIESENBERG, G. L. B.; GLASER,

B. Combined quantification of faecal sterols, stanols, stanones
and bile acids in soils and4 terrestrial sediments by gas
chromatography—-mass spectrometry. Journal of Chromatography
A, v. 1242, p. 1-10, 2012

BULL, I. D.; LOCKHEART, M. J.; ELHMMALI, M. M.; ROBERTS,
D. J.; EVERSHED, R. P. The origin of faeces by means of
biomarkers detection. Environment International, v. 27, p. 647-
654, 2002.

CHALER, R.; SIMONEIT, B. R. T.; GRIMALT, J. O. Bile acids
and sterols in urban sewage treatment plants. Journal of
Chromatography A, v. 927, p. 155-160, 2001.

CHEVREMONT, A. C.; FARNET A. M.; COULOMB, B.;
BOUDENNE, J. L. Effect of coupled UV-A and UV-C LEDs

on both microbiological and chemical pollution of urban
wastewaters. Science Total Environment, v. 426, p. 304-310,
2012.

EVERSHED, R. P.; BULL, I.; LOCKHEART, M. J.; ELHMMALI, M.
M.; ROBERTS, D. J. The origin of faeces by means of biomarker
detection. Environmental International, v. 27, p. 647-654,
2002.

EVERSHED, R. P.; ELHMMALI; ROBERTS, D. J. Bile Acids as a
New Class of Sewage Pollution Indicator. Environmental Science
& Technology, v. 31, p. 3663 -3668, 1997.

FROEHNER, S., SANEZ, J. Evaluation of Potential Sewage
Contamination by Fecal Sterol Biomarkers Adsorbed in Natural

Biofilms. Environmental Science: Processes & Impacts, v. 15, p.
2080-2086, 2013.



30

Guia préatico para preparacdo de amostras sedimentares para a andlise de acidos biliares e esterdis
fecais por cromatografia gasosa — espectrometria de massa (GC-MS)

ISOBE, K. O.; TARAO, M.; ZAKARIA M. P.; CHIEM N. H.; MINH,
L. Y.; TAKADA, H. Quantitative Application of Fecal Sterols
Using Gas Chromatography-Mass Spectrometry To Investigate
Fecal Pollution in Tropical Waters: Western Malaysia and
Mekong Delta, Vietnam. Environmental Science & Technology,
v. 36, p. 4497-4507, 2002.

MACHADO, K. S.; FROEHNER, S.; SANEZ, J.; FIGUEIRA,
R. C. L.; FERREIRA, P. A. L. Assessment of historical fecal
contamination in Curitiba, Brazil, in the last 400 years using
fecal sterols. Science of The Total Environment, v. 493, p.
1065-107, 2014.

MARTINS, C. C. Natural and anthropogenic sterols inputs in
surface sediments of Patos Lagoon, Brazil. Journal Brazilian
Chemical Society, v. 18, p. 106-115, 2007.

STANDLEY, L. J.; KAPLAN, L.; SMITH, D. Molecular tracers
of organic matter sources to surface water resources.
Environmental Science & Technology, v. 34, p. 3124-3130,
2000.

TYAGI, P.; EDWARDS, D. R.; COYNE, M. S. Use of Sterol and
Bile Acid Biomarkers to Identify Domesticated Animal Sources
of Fecal Pollution. Water Air Soil Pollution, v. 187, p. 263-274,
2009



Guia préatico para preparacdo de amostras sedimentares para a andlise de &cidos biliares e
esterdis fecais por cromatografia gasosa — espectrometria de massa (GC-MS)

Anexos

Esterificacdo com diazometano

KOH
CHE@SOZN{NO}CHg + ROH —— & CHzMNz + CHSO—SO3R + HyO

(12) (11}

o Ke
R—C/ + CHZNZ —_— R—C: + NZ
“OH OCH3

(113

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

Essa esterificacdo apresenta-se a mais adequada para a analise
de compostos tracos, pois ocorre em temperatura ambiente, nao
havendo riscos de perda dos compostos por degradacao, com o
minimo efeito de matriz e sem etapas de purificacao, o que ajuda
na quantificacao e caracterizacao dos compostos.

OBS: Usar corretamente todos os EPIs (méascara série 6.000, luvas de
nitrila, 6culos de protecao, capela sempre ligada) durante a preparacéao
do composto e sempre que se manipular algum residuo dele. Apds o
processo, neutralizar qualquer residuo formado com silica acida.

O processo de esterificacao por diazometano ocorre da seguinte
forma:

® Secar o reagente do N-nitro-N-metil-uréia a 40 °C sob fluxo
de N,

® Apds 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 preparacao de diazometano (Figura 2d) e depois
adicionar 0,5 mL de agua 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™; e agitar com cuidado sob o
banho de gelo;

® A formacao do diazometano serd percebida pela aparicdo de
cor amarelo no éter, o sistema deve ficar em repouso durante
1 h;

® Adicionar o reagente ao vial com a amostra;

® Neutralizar o residuo com acido salicilico e descartar
apropriadamente (solvente organico nao clorado).

OBS: Usar corretamente todos os EPIs (mdascara série 6.000, luva
de nitrila, 6culos de protecado, capela sempre ligada) durante a
preparacdao do composto e sempre que se manipular algum residuo
dele. Apds o processo, neutralizar qualquer residuo formado com
silica acida.

Teste de coluna de fracionamento de esterdis fecais

Reagentes e materiais

® Silica gel
® Hexano
e DCWM

® MeOH
Preparar

® Silica gel ativada: 120 °C, >24 h;
® Solucédo teste de esterdis 100 yug mL"' de cada analito;

® DCM:MeOH (2:1, v/v).
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Procedimento
Coluna

® Preencher um cartucho com 0,6 g silica gel ativada, adicionar
solvente hexano;

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

® Repetir até que a coluna esteja 6tima;

® Deixar o nivel de solvente aproximadamente 1-2 mm acima
da silica.

Fracdo nao polar F1 (HC): Alifaticos, Aromaticos

® (Colocar um tubo de ensaio para coletar a primeira fracao F1
(HC);

® Adicionar 1 mL da solucdo contendo os analitos;

® Deixar pingar com vacuo até que o nivel de solvente este
aproximadamente 1-2 mm acima do nivel da silica;

® Adicionar pouco a pouco 5 mL de hexano, fazer vacuo, sem
deixar a coluna secar;

® (oletar a fracao F1 (HC);
® (Quando o nivel de solvente estiver aproximadamente 1-2
mm acima da silica, parar o vacuo, trocar por outro tubo para

coletar a segunda fracdo F2 (EF).

Nunca deixar a coluna secar.
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Fracao polar F2 (EF): Alcodis, cetonas, incluindo estandis,
estanonas, esterdgis)

® Adicionar pouco a pouco 5 mL de DCM:MeOH (2:1, v/v);
® (oletar a fracao F2 (EF);

® (Concentrar cada fracdo ate secura em um vial de 2 mL, sob
fluxo de de N,

Derivatizacdo

® Derivatizar com 50 yL de BSTFA, a 70 °C, 1 h;
® Secagem em fluxo de N,

® Diluir com 1 mL de hexano;

® |njetar no GC.

Teste de coluna de fracionamento acidos biliares ap6s reacao de
esterificacao

Reagentes e materiais

Silica gel
Hexano
DCM
MeOH

Mix de &cidos carboxilicos (C

C C

15:0" 19:07 22:0)

Preparar:

® Silica gel ativada: 120 °C, >24 h;

® Solucao teste de acido biliares 100 yg/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 silica gel ativada, adicionar
solvente hexano;

® Se tiver bolhas, sugar todo com vacuo e preencher
novamente;

® Repetir até que a coluna esteja 6tima;

® Deixar o nivel de solvente aproximadamente 1-2 mm acima
da silica.

Fracdo nao polar F1 (AC): éster metilico dos acidos carboxilicos

® (Colocar um tubo de ensaio para coletar a primeira fracao F1
(AC);

® Adicionar 1 mL da solucdo contendo os analitos. Deixar
pingar com vacuo até que o nivel de solvente esteja
aproximadamente 1-2 mm acima do nivel da silica;

® Adicionar pouco a pouco 5 mL de hexano, fazer vacuo.
Nunca secar a coluna;

® (oletar a fracao F1 (AC);
® Quando o nivel de solvente estiver aproximadamente 1-2

mm acima da silica, parar o vacuo, trocar por outro tubo para
coletar a segunda fracao F2 (AB). Nunca secar a coluna;
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Fracado polar F2 (AB): hidroxi acido metil éster, incluindo acidos

biliares metil éster)

® Adicionar pouco a pouco 5 mL de DCM:MeOH (2:1, v/v)
® (Coletar a fracdao F2 (AB);

® (Concentrar cada fracdo em um vial de 2 mL, baixo atmosfera
de N,

Derivatizacao

® Derivatizar com 50 gL de BSTFA, @ 70 °C, 1 h;
® Secagem sob baixa atmosfera de N,;
® Diluir com 1T mL de nhexano;

® |[njetar no GC.
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