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RESUMO — As rochas sedimentares peliticas ndo oxidadas contdm, normalmente, matéria orgéni-
ca. E necessdrio um ataque 4cido para separar esse contetido orgdnico da parte inorgdnica. Apre-
séenta-s8 uma metodologia expedita de preparagcdo palinoldgica, dirigida principalmente aos sedi-

mentos do Pré-Mesozbico.

1 — INTRODUGAO

Existem inGmeras metodologias para
extrair a matéria orgénica das rochas.
Apresenta-se, a seguir, o método que
vemn sendo empregado no Laboratério
de Palinalogia do Centro de Pesquisas e
Desenvolvimento Leopoldo A. Miguez
de Mello (CENPES) da PETROBRAS
em sedimentos do Pré-Mesozdico,

Para a preparacdo palinolégica sdo indis-
penséveis uma série de reagentes quimi-
cos, equipamentos adequados e cuida-
dos durante 0 manuseio dos acidos. Co-
mo todo produto colocado na amostra
durante a preparagdo deverd ser elimi-
nado pelo menos em parte, convém evi-
tar a adigdo de muitos produtos quimi-
cos, que irSo redundar em perda de tem-
po no preparo das amostras.

2 — AMOSTRAS PRE-MESOZOICAS

Sedimentos pré-mesozdicos contém,
usualmente, restos de vegetais, pdlens,
esporos, Acritarchae, Chitinozoa, fun-
gos, escolecodontes, algas, foraminiferos
quitinosos, etc. Os Chitinozoa, em espe-
cial, exigem uma série de cuidados, di-
versos daqueles necessarios no preparo
de amostras pos-paleozdicas.

Os oxidantes (&cido nitrico, clorato de
sadio e 4gua oxigenada) sdo evitados no
prepara de amostras pré-mesozoicas,
uma vez que a classificagdo das formas
oferece maior facilidade que as do mate-
rial pos-paleozdico. Em alguns casos on-
de os esporos estdo muito escuros, en-
tretanto, ndo se pode prescindir desses
oxidantes,
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3 — PREPARACAO DAS AMOS-
TRAS PARA ANALISE PALINO-
LOGICA

O procedimento sistemédtico do preparo
das amostras e recuperacdo dos micro-
fasseis & descrito a seguir.

A amositra deverd conter informagdes
sobre procedéncia, posigdo estratigrafi-
ca, se possivel, profundidade (no caso
de pocos) e bacia sedimentar (fig. 1).
O laboratorio apord um numero que
corresponde ao registro geral da amostra
no CENPES.

O peso ideal para processar uma amostra
de folhelho é de cerca de 20 gramas
{fig. 2). No caso de calcérios, as vezes
sdo necessarios até 60 gramas. Em amos-
tras de calha (trituradas pela broca du-
rante a perfuragdo do pogo), inicia-se o
processo de preparacdo com a lavagem
da amostra em &gua corrente, a fim de
eliminar os restos da lama de perfuracdo
gue a contaminam. No caso de amostras
de superficie ou testemunhos de pogos,
& preciso triturar a amostra, com um
martelo, apés colocé-la dentro de um sa-
co pléstico, posto sobre uma bigorna
{fig. 3). Tanto as amostras de calha co-
mo as trituradas deverdo ser passadas em
peneira com malha de 2,83 mm (fig. 4).
Fragmentos com dimens8es superiores a
2,83 mm dificultam o ataque &cido e,
no caso das amostras de calha, poderfo
estar contaminados por desmoronamen-
tos ocorridos durante a perfuracdo do

pogo.

O material peneirado é colocado em
béquer de plastico {1 000 ml]. No caso
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Fig. 1- Inicio do processamento: numerar 2 amostra.

Fig. 2 - Pesar aproximadamente 20 g de material.

Fig. 3- Antes de triturar uma nova amostra, limpar bem o
martelo e a bigorna, para evitar contaminagdes.

de calcdrios, inicia-se a operacdo com
4cido cloridrico (37%) e continua-se por
ataque com &cido fluoridrico (42 a
52%). Nos casos de folhelhos, siltitos e
argilitos, inicia-se o processo de trata-
mento com um teste da presenga de car-
bonatos, utilizando-se algumas gotas de
acido cloridrico; havendo efervescéncia,
prolonga-se o ataque {30 minutos) com
4cido cloridrico; descarbonatada a ro-
cha, a providéncia seguinte é obter, com
dcido fluoridrico, a digestdo total da
parte silicosa da rocha (cerca de 16
horas de ataque acido sdo suficientes)
(figs. 5 e B). E indispensavel, no manu-
seio do acido fluoridrico e de outros
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Fig. 4- Passar o material pela peneira de malha de 2,83 mm,
Tyler 7. Caso fiquem retidos fragmentos na malha,

retird-los e triturd-los eom martelo sobre uma bigorna,
recolocando-os em seguida na peneira. Repetir o
processo enquanto necessdrio.

4cidos, a utilizagéio de luvas, 6culos plés-
ticos de seguranga e capela com exaus-
tdo adequada,

Apbs o ataque acido, o proximo passo é
lavar a amostra, para remocgio dos éci-
dos qQue restaram durante o ataque
(figs. 7-10).

A seguir, é necessario isolar a matéria
orgénica dos residuos inorganicos que
niio foram destruidos durante o ataque
4cido. A parte em suspensdo ¢ eliminada
com o auxilio de dcido cloridrico (1:1),
conforme ilustrado na figura 11. Os resi-
duos mais pesados sdo extraidos com o

emprego de cloreto de zinco (D = 1,9},
As figuras de 12 a 19 ilustram esse pro-
cedimento. Para evitar a formacio de
agregados de matéria organica, lava-se
inicialmente a amostra com écido clori-
drico (figs. 20-22) e adiciona-se metafos-
fato de sodio (fig. 23). A seguir, a amos-
tra & agitada e deixada em repousc por
uma hora (fig. 24). O excesso de meta-
fosfato de s6dio é retirado por meio ‘de
lavagem e centrifugacdo (fig. 25).

Nessa fase, a matéria organica estard
pronta para ser analisada sob microsco-
pio, uma vez que seja colocada em lami-
nas. Para isto, é necessario retirar um
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pouco de residuo do vidro (fig. 26) e
colocé-lo em lam(inula previamente ume-
decida com goma de acécia (figs. 27 e
2B). Com auxilio de um palito ou alca
de platina, o residuo é espalhado sobre
a laminula {fig. 29), Para evitar qualquer
tipo de contaminagdo, o palito ¢ descar-
tado, e, se utilizado o fio de platina, este
deverad ser aquecido em bico de bunsen

até ficar rubro, para completa oxidacgio
dos residuos orginicos, e a sequir mer-
gulhado em vasilhame com dlcool. O
material organico que foi colocado na
lamfnula deverd ser desidratado em
chapa aquecedora (fig. 30). A monta-
gem da ldmina é feita com bélsamo do
Canadé ou produto similar, que garante
preservacdo indefinida para o residuo

organico {fig. 31). Essa [amina, denomi-
nada total, devera ser examinada em mi-
croscopio biolégico com aumento entre
500 e 1 000 vezes (fig. 321.

Existindo palinomorfos, passa-se a uma
segunda fase de processamento do resi-
due organico, que consiste na subdivisdo
desse material total em duas fracOes, de-

Fig. 5. Colocar o material peneirado em um béquer plistico

de 1 000 ml. Antes do ataque com HF, aqui ilustrado,
cobrir o material com o dobro do volume de HCI
(37%) e aguardar o fim da reacdo (em geral até
15 min). Comprovar sé a reagdo prossegue com a adi-
cdo de mais um pouco de 4cido cloridrico. Lavar trés
vezes por centrifugagdo (vide figs. 7-9). Retornar o
material a um béguer limpo e adicionar de 2 a 5 mil
de H,0, e HF em dobro do volume de material.

Fig. 6 - Deixar em repouso na capela pelo menos por 16 horas.

Fig. 7 - Decantar cuidadosamente o HF
(se estiver limpido).

Fig. 8- a) Adicionar um pouco de dgua e agitar com um bastdo metilico; b) der-
ramar a suspensdo em tubo pldstico de 250 ml até atingir aproximadamente

dois tergos da altura do tubo.
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Fig. 9-a) Centrifugar durante cinco minutos, a 71 200 rpm. Antes, certificar-se de gue todos os tubos tenham aproximadaments
o mesmo peso; b) adicionar dgua (altura médxima igual a dois tercos da altura do tubo); ¢) se a dgua estiver |impida,
decanti-la. Caso contrério, repetir a centrifugagdo. Em média, trés centrifugacdes sdo suficientes.

bl

Fig. 16 - 2) Com aux(lio de um pissete com &gua desminerali-  Fig. 11- a} Decantar o liquido sobrenadante; b) adicionar HCI
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zada e leves pancadas na base do tubo plastico, des- diluido (1:1) até préximo da boca.
prender o material de fundo e transferi-lo para um tu-

bo de 50 ml (polipropileno}; b) centrifugar durante

cinco minutos, a 1 200 rpm.
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Fig. 12 - a) Agitar vigorosamente e centrifugar {5 min, 1 200 rpm); b} tendo decantado o HCI, adicionar cloreto de zinco, duas
vezes 0 volume de residuo. Agitar vigorosamente o tubo, para homogeneizar a suspensao; ¢} centrifugar (30 min,
1 500 rpm); d) ap6s a primeira centrifugacao, transferir o cloreto de zinco com a suspensdo para um novo tubo de 50 ml,
previamente limpo. Desprezar o residuo de fundo. Apds a transferéncia, adicionar cloreto de zinco até a metade do tubo
de 50 ml. Centrifugar (30 min, 1 500 rpm).

Fig. 13 - Soltar o colar sobrenadante de Fig. 14 - Transferir o colar para um no- Fig. 15 - Completar até a boca com
matéria orginica das paredes vo tubo de 50 ml, evitando ao 4lcool e zgitar vigorosamente.
do tubo com o auxilio de um maximo a vinda da suspensdo
bastdo de vidro. de cloreto de zinco sab o colar.

Porém, se ndo se tiver formado
colar, transferir um pouco da
propria suspensdo até cerca de
um terco da altura do tubo.

_—— —— 1

Fig. 16 - a) Centrifugar (5 min, 1 200 rpm); b) decantar o liquido sobrenadante; c) transferir o material para o tubo de vidro de
10 ml; d) adicionar 4gua desmineralizada e agitar. Repetir mais uma vez a centrifugagdo e a decantagdo,
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Fig. 17 - Com um pissete de dgua desmineralizada, desprender  Fig. 18 - Centrifugar {1 min, 1 200 rpm).
o material aderente ds paredes do tubo de S0 ml e
transferi-lo para o vidro de 10 ml. Repetir o processo
enguanto necessario.

Fig. 19- Decantar a 4gua, se estiver |impida; caso contrdrio,  Fig. 20 - Encher o vidro com HCI diluido {1:1).
repetir a centrifugagdo.

Fig. 21 - Agitar vigorosamente. Fig. 22 - a) Centrifugar (1 min, 1 200 rpm); b) decantar o liquide sobrenadante;
¢) encher o vidro com &gua desmineralizada. Repetir a centrifugagdo e de -
cantacdo mais duas vezes,
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Fig. 23 - Encher o vidro com dispersante (metafosfato de
sodio).

Fig. 24 - Apds agitar, colocar a suspensdo em repouso por uma
hora,

al

c)

Fig. 25 - a) Centrifugar (1 min, 1 200 rpm); b) decantar o liguido sobrenadante; ¢} encher o vidro com 4gua desmineralizada.

AN

Fig. 26 - Retirar um pouco de residuo orgdnico com canudo
de refres co,

Fig. 27 - Espalhar sobre a laminula (24 x 32 mm) goma de
acdcia com auxflio de alga de platina.

B. Geoci, PETROBRAS, Rio de Janeiro, 7 (2):205-214, ago./dez, 1987, 211



Fig. 28 - Colacar na laminula uma gota do residuo argénico.

Fig. 30 - Colecar a lam(nula com o residuo organico em chapa
aquecedora (35 a 409C) até a evaporacao da dgua.

nominadas fina e grossa (fig. 33). A fra-
cdo grossa é colocada sob lupa binocular
(fig. 34), onde sera executado um traba-
lho de selecdo dos microfésseis, como
Chitinozoa, esporos e outros organis-
mos. Para maior facilidade durante a se-
lecdo, utiliza-se como fundo um papel
de filtro umedecido e com linhas nume-
radas, a fim de facilitar o trabalho de
varredura (FREDERICO W. LANGE,
comunicacdo pessoal). Para a recupera-
c¢do de microfdsseis desse papel de filtro,
utiliza-se uma haste flexivel {pléastico ou
pena de galinha) pentiaguda ou um pali-
to. Esse tipo de recuperacdo visa com-
plementar a perda, por falta de tensdo
superficial, de muitas formas quando a
montagem da ldamina total é feita clas-
sicamente. Essa lamina complementa,
portanto, a {amina total no que diz res-
peito aos espécimes maiores que
0,088 mm. Por intermédio do microscd-

Fig. 29 - Com aux/lio de um palito, espalhar o residuo organi-
co.
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Fig. 31 - Colocar a laminula com matéria organica sobre a lamina
{24 x 76 mm) com bélsamo do Canada.
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pio biolégico (fig. 32), os residuos orga-
nicos serdo devidamente classificados.
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Fig. 32 - Apbs secagem do bdlsamo do Canad4, examinar a ldmina total sob micros-
c6pio com aumento de 500 a 1 000 x.

Fig. 33 - Em sedimentos paleozéicos, é importante fracionar o
residuo orginico total em grosso (>0,088 mm) e fino  Fig. 34-
(< 0,088 mm). Passar o residuo em peneira de malha
de 0,088 mm, colocando o material fino em vidrinho,
para montagem de ldmina, e o material grosso em
papel de filtro, para selecdo dos microfosseis na lupa.
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Em lupa binocular, com aumento entre 10 x a 50 x,
selecionar os microfésseis e colocd-los em gotas de
dgua desmineralizada em laminula. Montar as laminu-
las em ldminas como em 31 e examind-las como
em 32.
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Non-oxidized pelitic sedimentary rocks
normally contain some organic matter,
It is necessary to submit themn to

traatment with acids in order to isolate

Several chemical reagents, aporopriate
equipment and care in handling acids are
indispeniable requirements to successful
palynoiogical preparetion. Since nearly all
reagents added to the sample under
treatment are to be eliminated, it is
advisabla ta avoid addition of many of
thern; otherwise there will be an
unnecessary waste of time.

Pre-Mesozroic sedimentary rocks may
contain planr remains, polens, spores,
acritarchae, chitinozoa, fungi,
scolecodonts, algae, foraminifers, etc.
Recovery af chitinoroa in particulsr
demands special technigues different from
those usually employed for post-Paleczoic
samples.

fn most cases, exidants (nitric acid,
sodiurn chliorate snd hydrogen peroxide)
are to be avoided in the preparation of
pre-Mesozoic samples, since this makes
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classification of the recovered forms much
easier, However, if the spores and pollens
are foo darkenad by baking, oxidents are
evidently required.

Hlustrations accompanying a description
of the preparation of palynoiogical
samples are inténded to help the reader ro
understand the several steps,

The sample delivered to the laboratory
should include information on
provenance, stratigraphic position, depth
{in the case of borehales) and sedimentary
bagin. It is an ordinary procedure at
CENPES ro assign a registration number
to the sample.

Ideally, the weight of a sample should be
nearly 20 g for shales, and up to 60 g for
limestones. Ditch samples must be
carefully washed in flowing water so as to
eliminate possibfe sources of
contamination represented by drilling
mud. Oufcrop or core samples have to be
crushed. Bath ditch and crushed samples
must be passed through a 283 mm sieve.
Fragments above this in size would delay
the acid corrosion, and may include
cavings that would contaminare the
sample,

The sieved material is put into a 1,000 mi
pilastic beaker. Limestones are first

submitted to attack by 37% hydrochloric
acid, followed by treatment with 42-52%

hydrofiuaric acid. Shales, siltstanes and
mudstanes are first tested for possibla
limestane cement by dropping some
hydrochiloric acid on the samples; if
effervescency does occur, the subsequent
arrack should last some 30 min at loast,
Once the limestone is completely leached
awsy, the next step will be the diggestion
of silica, tha sample baing left in rest in
hydrofluoric acid for sixteen hours.
Giloves, plastic safety glasies and an
operating fume hood are indispensable
when handling the hydrofiuaric acid.

The next thing to do is ro isolate the
organic matter from inarganic remains
that have not been destroyed by the scids.
The suspension is eliminated by means of
1:1 hydrochloric acid. Heavier residues are
extracted by using tinc chioride (D = 1.8).
After this, the organic matter will be ready
for microscopic inspection. Slides are
assembled with Canada baisam or similar
materials, s0 as to anable better
preservation of the organic residues.
Firstly, the organic metter is passed
through a 0.088 mm sieve. The caarser
fraction will be inspected under binocular
lenses for recovery of chitinozoe, spores
and other remains, This procedure is
intended ro compensate the loss of forms
larger than 0.088 mm, due to lack of
superficial tension, during mounting of
total sfides by classic methods. After this,
the organic residues are finally ready for
classification in & biofogical ricrascope.
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