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2. PART EXPERIMENTAL

2.1 PREPARACIO DEL MATERIAL

Dissolvents

Els dissolvents organics emprats en tot el treball foren de qualitat per a analisi, es van
purificar posteriorment per destil.lacié en una columna de fraccionament.

Els dissolvents destil.lats es van guardar en ampolles de vidre amb tap roscat i es
protegiren internament amb paper d’alumini.

L’aigua emprada fou desionitzada i destil.lada sobre permanganat de potassi, es conserva
en ampolles de vidre, perfectament netes, amb tap roscat protegit amb paper d’alumini.

Material metal.lic

El material metal.lic es renta en un bany d’ultrasons (Selecta) amb 1% de detergent alcali
(Extran AP 13, Merck) en aigua desionitzada durant quinze minuts. Després, s’esbandi
amb aigua corrent, aigua destil.lada i finalment acetona destil.lada. S’asseca a 60°C a una
estufa d’aire forgat i posteriorment s’emmagatzema embolicat amb paper d’alumini per
tal d’evitar la pols.

Material de vidre

El material de vidre es va sotmetre al mateix procediment que el material metal.lic. Les
columnes de fraccionament es rentaren amb mescla cromica durant 24 hores i després
s’esbandiren amb aigua de ’aixeta, aigua de destil.lada i finalment acetona destil.lada.

Els extractors Soxhlet i el didal de cel.lulosa es van netejar per reflux amb una mescla
(2:1, v/v) de CH,Cl,: CH30H durant 24 hores. Finalment, el material s’emmagatzema
protegit amb paper d’alumini.

Productes

Els adsorbents emprats foren gel de silice (Kieselgel 40, 70-230 mesh) i alimina
(aluminium oxide active, 70-230 mesh) proveits per Merck. Aquests es van rentar,
juntament amb la llana de vidre, de la segiient manera: s’ompli el didal de cel.lulosa, es
tapa amb llana de vidre i es van rentar durant 24 hores a reflux amb diclorometa en un
extractor Soxhlet. Després, el dissolvent s’evapora sota un llum infraroig.
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L’alimina i la silica per a us cromatografic s’activaren, préviament al seu us, per
escalfament a 280°C durant 12 hores i a 105°C durant 24 hores, respectivament. Es
deixaren refredar a temperatura ambient i es desactivaren amb un 5% d’aigua destil.lada.
L’addicio es realitza gota a gota mentre s’agitava lentament.

L’hidroxid de potassi (Scharlau) i el sulfat de sodi anhidre es van rentar amb n-hexa en
un bany d’ultrasons. Els altres reactius com ¢és el cas de ’acid clorhidric, 25% w/w
(Merck) es van utilitzar sense cap tractament previ.

La bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA; reactiu sililant) utilitzada era de Fluka
Chemie (Buchs, Suissa).

2.2 RECOLLIDA DE MOSTRES
Mostreig

Les mostres procedents de mines o afloraments estratigrafics es van recollir segons el
procediment segiient. Primer, s’excava amb un pic uns 20 cm de fondaria en el punt de
mostreig per tal d’eliminar la capa alterada. Després, amb I’ajut d’un pic més petit i net,
es recolli la mostra no alterada per I’erosié en pots de vidre nets. A continuacio, es
conserven hermeéticament tancades a temperatura ambient a les fosques.

Liofilitzacié

Abans del procés de trituraci6 s’elimina ’aigua de les mostres amb un liofilitzador
(Telstar). Les mostres es congelen a -40°C en una safata d’alumini mantenint la pressio a
0,2 Tor durant un periode que oscil.la entre 3 i 5 dies, segons la humitat i porositat de la
roca.

Trituracio

Les roques es van moldre en un moli de cércols fins a un tamany de particula de 250 pm.
Préviament, es va netejar el moli i els cércols amb aigua i acetona destil.lada. Després,
una vegada secs, es va procedir a moldre una petita quantitat de mostra que es rebutja.
La resta de mostra, un cop molta, es recolli en pots de vidre nets on es conservara a
temperatura ambient.

2.3 ANALISI DE LA FRACCIO LIPIDICA
Extraccio de les mostres

Aquesta operacid es porta a terme en un aparell Soxhlet en introduir uns 20 grams de
mostra en un didal de cel.lulosa, el qual es cobri amb llana de vidre. L’extraccio de la
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fraccio lipidica es va fer amb una mescla (2:1, v/v) de clorur de metilé: metanol durant 36
hores.

Separaci6 de la fraccié acida i neutra

L’extret del Soxhlet s’evapora a quasi sequedat per evaporaci6é rotatoria al buit i es
saponifica amb 40 ml d’una dissoluci6 de KOH en CH;0H al 6% w/w durant 12 hores a
temperatura ambient. A continuacio, es va separar la fraccié neutra per extraccio de la
mescla amb n-hexa (30 ml x 6). Els extrets organics reunits es varen concentrar fins a 1
ml i es van guardar en vials dins el congelador (-20°C) per al seu posterior fraccionament
L’addicié posterior d’una solucié aquosa de HCl al 25% fins a pH 2 i la reextraccié amb
n-hexa (20 ml x 6), va permetre obtenir la fraccié acida. Les fases hexaniques reunides es
varen evaporar al buit i el residu es va guardar en un vial dins el congelador (-20°C).

Analisi de la fraccio neutra

Els extrets neutres es varen cromatografiar en una columna per tal de separar-los en 6
fraccions i aixi simplificar I’analisi. Les columnes emprades foren de vidre, de 250 x 9
mm de diametre interior, amb diposit a la part superior i clau de teflo a la part inferior.
Les columnes es van emplenar amb 8 g de silicagel (70-230 mesh, Merck), a la part
inferior, i 8 g d’alimina (70-230 mesh, Merck), a la part superior, ambdos suports
desactivats amb el 5% d’aigua.

Es recolliren sis fraccions per elucio succesiva amb:

1F 20 ml d’n-hexa Hidrocarburs (HC) alifatics.

2°F 20 ml d’n-hexa/CH,Cl, (90:10, v/v) HC aromatics mono i diciclics.

3°F 40 ml d’»n-hexa/CH,CL (80:20, v/v) Hidrocarburs aromatics policiclics.
4°F 20 ml d’n-hexa/CH,Cl, (25:75, v/v) Cetones i aldehids lineals.

5°F 40 ml de CH,CL/CH30H (95:5, v/v) Cetones cicliques i alcohols lineals.
6°F 40 ml de CH,Cl,/CH;0H (90:10, v/v) - Alcohols ciclics.

Posteriorment, les fraccions es van concentrar fins a 0.5 ml aproximadament i tot seguit
es varen passar a vials on s’evapora el dissolvent amb corrent de N,. Els vials, un cop
etiquetats, es van guardar al congelador a una temperatura de —20°C fins a la seva analisi.

Derivatitzacio de les fraccions polars

Les fraccions cromatografiques més polars (cinquena i sisena de 1’extracte neutre, aixi
com la fracci6 acida) es varen derivatitzar per reaccio de la fraccié concentrada amb 200
pl de N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) a una temperatura de 80°C durant
60 minuts. Un cop transcorregut el temps de reaccio, el dissolvent (trifluoroacetamida i
BSTFA en excés) es va evaporar a sequedat amb corrent de N,. Els silil derivats es
formen per substitucié d’un H actiu dels grups OH, SH i NH. La gran capacitat sililant
del reactiu BSTFA rau en la labilitat de la trifluoroacetamida resultant.
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Analisi per Cromatografia de gasos/Espectrometria de masses

La técnica analitica emprada en P’estudi dels components lipidics del present treball ha
estat la cromatografia de gasos acoblada a I’espectrometria de masses (CG/EM).
L’analisi es realitza amb un cromatograf de gasos Fisons-8000 acoblat a un
espectrometre de masses model Fisons MD-800 equipat amb una font d’ionitzaci6é per
impacte d’electrons (70 eV) i analitzador quadripolar.

Les temperatures de treball foren 275°C, per a I’injector, 200°C en la font d’ions, 300°C
en la interfase 1 230°C en I’analitzador.

El programa de temperatura del cromatograf de gasos fou:

A 60°C durant 2 minuts.

De 60°C a 150°C a 15°C/minut.
De 150°C a 310°C a 4°C/minut.
A 310°C durant 25 minuts

Les especificacions de la columna cromatografica son:

Fase estacionaria: DB-5MS.

Espessor del recobriment: 0,1-15 pum.
Longitud de la columna: 30 m.

Diametre interior: 0.25 mm.

Pressi6 del gas portador (Heli): 2 ml/min.

Cada mostra es punxa al cromatograf de gasos segons segons la técnica de I’agulla
calenta. Abans de la punxada es va mantenir ’agulla de la xeringa a I’injector durant 5
segons.

La valvula de divisi6 de flux s’obri passats 60 s de la injecci6. L’escombratge es dona
entre m/z 50 1 600 a una velocitat de 1.4 scan per segon.

El cromatograf de gasos i I’espectrometre de masses es controlaren amb un PC que
disposa d’un software de tractament de dades MassLab 2.13.

Analisi de carbonats i de cendres

La determinacio dels carbonats es realitza per atac directe de la mostra amb HCI 2N (3
vegades). Es renta la mostra amb aigua desmineralitzada (3 vegades) i posteriorment
s'asseca. El percentatge de carbonats es va calcular per diferéncia de pesada.

Per a la determinaci6 de les cendres s’han van seguir les normes UNE 32.001, 32.019 i
32.001: les mostres van ser escalfades a 900°C durant 30 minuts i els calculs es van fer
per diferéncia de pesada del lignit lliure d’humitat i volatils.
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Analisi elemental

La determinacié de I’analisi elemental de C, H i N es va fer amb un analitzador Fisons
1106 iel S amb el Fisons 1108.





