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RESUMO 
 

Os micropoluentes orgânicos são substâncias que mesmo presentes em 
pequenas concentrações, são capazes de desencadear efeitos sobre os sistemas em 
que são introduzidos, destacando-se, dentre eles, os chamados interferentes 
endócrinos (IEs). Os IEs são substâncias capazes de interferir nas funções do sistema 
endócrino, causando efeitos adversos a um organismo ou a sua prole. Hormônios 
sexuais naturais e sintéticos são potentes IEs e têm sido detectados em ambientes 
aquáticos em todos os continentes, principalmente em função da inexistência ou 
deficiência nos processos de tratamento de esgotos. Substâncias húmicas (SH) são os 
principais compostos capazes de interagir com micropoluentes orgânicos como os 
hormônios, interferindo nos processos de biodisponibilidade para o ambiente. Estudos 
usando SH como complexante de hormônios têm sido realizados utilizando-se a 
cromatografia como método de quantificação. Porém, existem poucos estudos de 
métodos alternativos para a quantificação de hormônios estrógenos. O objetivo deste 
trabalho foi validar e adaptar uma metodologia para estudar estrona (E1), 17β-estradiol 
(E2) e 17α-etinilestradiol (EE2) e estudar suas interações com substâncias húmicas 
empregando-se espectroscopia de absorção molecular Ultravioleta-Visível para 
quantificação desses hormônios. Este método é baseado na diazotação da 
sulfanilamida com nitrito de sódio, seguida da reação de acoplamento com o hormônio. 
Foi possível estabelecer curva analítica para concentrações na faixa de 10,0 a 28,0 µg 
mL-1 que apresentou linearidade, exatidão e precisão adequadas. Apesar do método 
espectroscópico não ser seletivo, o mesmo apresentou resultados compatíveis com a 
cromatografia, o que comprova sua adequação para os estudos de bancada realizados 
nesse trabalho. Para realizar um comparativo entre os métodos, empregou-se a 
cromatografia líquida de alta eficiência, utilizando-se metanol e água como fase móvel e 
cartucho C-18 como fase estácionária. Para o estudo de interação utilizou-se as 
amostras padrões dos hormônios em estudo e solução de ácido húmico, sob agitação 
constante e coletas realizadas no período máximo de 48 horas. A redução na 
concentração dos estrogênios no meio de estudo, quando em presença de SH foi 
detectada desde o início do processo. Para todos os casos, observou-se um aumento 
na remoção do hormônio com o aumento do tempo de contato. Ao aumentar-se a 
concentração de SH, observou-se um aumento na complexação dos estrogênios E2, e 
EE2 sendo que o hormônio EE2 foi o que apresentou os melhores resultados de 
complexação com a SH nas condições estudadas. Na alíquota retirada do sistema, 
após 48 horas de agitação, removeu-se 51,1% (10,22 µg mL-1) em presença de 10,0 µg 
mL-1 de SH e 75,8% (15,16 µg mL-1) em 20 µg mL-1. As simulações permitem prever o 
comportamento dos hormônios em ambientes aquáticos naturais ricos em SH, nos 
quais essa interação pode reduzir a disponibilidade para a biota e assim, a absorção e 
os efeitos orgânicos. 

 

 
Palavras-Chave: Substâncias húmicas. Interferentes endócrinos. Espectroscopia UV-
Vis. 

 
 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 
 

Organic micropollutants are substances that present even in small 
concentrations, are capable of triggering effects on systems where it is introduced, 
highlighting, among them the so-called endocrine disruptors (EDs). The EDs are 
substances that can interfere with the functions of the endocrine system, causing 
adverse effects to an organism or its offspring. Natural and synthetic sexual hormones 
are potent and EDs have been detected in aquatic environments on all continents, 
mainly due to the absence or deficiency in wastewater treatment processes. Humic 
substances (HS) are the main compounds able to interact with organic micropollutants 
such as hormones, interfering in the processes of bioavailability for the environment. 
Studies using HS as a complexing hormones have been carried out using the 
quantification method as chromatography. However, there are few studies of alternative 
methods for the quantification of estrogen hormones. The objective of this study was to 
validate and adapt a methodology to study estrone (E1), 17β-estradiol (E2) and 17α-
ethinylestradiol (EE2) and study their interactions with humic substances employing 
molecular absorption spectroscopy Ultraviolet-Visible to quantify these hormones. This 
method is based on the diazotization of sulfanilamide with sodium nitrite, followed by 
coupling reaction with the hormone. Be established analytical curve for concentrations in 
the range from 10.0 to 28.0 μg mL-1 which was linear, adequate accuracy and precision. 
Despite the spectroscopic method is not selective, it presented results compatible with 
chromatography, which proves their suitability for the bench studies in this work. To 
perform a comparison between the methods employed to high performance liquid 
chromatography, using methanol and water as mobile phase and C-18 cartridge as 
stationary phase. For the study of interaction we used samples patterns of hormones in 
study and humic acid solution under constant agitation and samples taken within a 
maximum period of 48 hours. The reduction in the concentration of estrogen in the 
middle of the study, when in the presence of SH was detected since the beginning of the 
process. In all cases, we observed an increase in the removal of the hormone with 
increasing contact time. The reduction in the concentration of estrogen in the middle of 
the study, when in the presence of HSwas detected since the beginning of the process. 
In all cases, we observed an increase in the removal of the hormone with increasing 
contact time. By increasing the concentration of HS, there was an increase in the 
complexation of estrogens E2, and EE2 being that the hormone was EE2 that showed 
the best results of complexation with HS in the studied conditions. In aliquot removed 
from the system after 48 hours of stirring, was removed 51.1% (10.22 µg mL-1) in the 
presence of 10.0 µg mL-1 of the HS and 75.8% (15 16 µg mL-1) at 20 μg mL-1. The 
simulations can predict the behavior of E2 and EE2 hormones in natural aquatic 
environments rich in HS, where this interaction can reduce the availability to the biota 
and thus the absorption and physiological effects. 
 
Keywords: Humic substances. Endocrine disrupters. UV-Vis spectroscopy. 
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1.  INTRODUÇÃO 

1.1  Justificativa 

 

A transformação de mananciais como receptores de esgotos sanitários, 

tratados ou não, têm sido o principal motivo de preocupação acerca da contaminação 

de águas superficiais em áreas urbanas (RODRIGUEZ-MOZAZ, 2004). 

Entre as substâncias contaminantes dos corpos aquáticos, merecem atenção 

aquelas denominadas “poluentes emergentes”, substâncias químicas antes 

desconhecidas que passaram a ser detectadas, identificadas e definidas quanto aos 

riscos que possam causar no meio ambiente, devido ao desenvolvimento de métodos 

mais sensíveis, ou seja, compostos já utilizados há décadas, mas que foram avaliados 

e monitorados recentemente (PEDROSO, 2007) e cujas concentrações no ambiente 

ainda não foram regulamentadas (GHISELLI e JARDIM, 2007). Hormônios são 

poluentes emergentes que podem agir como desreguladores ou interferentes 

endócrinos (IEs) e vêm sendo encontrados em compartimentos ambientais, 

especialmente em águas superficiais, podendo afetar a biota aquática e demais seres 

que interagem nesse meio.  

A presença já detectada de IEs em efluentes de estações de tratamento de 

esgoto (ETEs) e, inclusive, em águas superficiais, em concentrações na faixa de ng L-1 

a µg L-1, pode ser considerada um problema mundial de saúde pública. Entre os IEs 

incluem-se os estrogênios: estrona (E1), 17β-estradiol (E2) e 17 α-etinilestradiol (EE2) 

(FILHO, 2006), cuja presença está relacionada principalmente à ineficiência dos 

processos de tratamento de efluentes e de esgotos (GHISELLI e JARDIM, 2007). No 

ambiente aquático, são diversas rotas de degradação e complexação dos IEs, sendo de 

grande interesse as interações com as substâncias húmicas (SH).  

Na literatura científica internacional, diversos métodos analíticos para a 

quantificação de estrogênios são preconizados utilizando-se cromatografia líquida de 

alta eficiência (CLAE). Contudo, há poucos relatos do uso da espectrofotometria de 

absorção no ultravioleta visível (UV-vis). 
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Devido à importância ecotoxicológica dos IEs e suas correlações com possíveis 

impactos sobre a dinâmica e estrutura das populações animais, acredita-se de extrema 

importância estudar suas características químicas, suas interações no ambiente 

aquático, especialmente com SH, bem como buscar metodologias analíticas visando 

identificar e quantificar sua presença em amostras ambientais. 

Com base nisso, o presente trabalho apresenta uma metodologia adaptada 

para a quantificação dos hormônios estrógenos, por espectroscopia UV-Vis, que visam 

facilitar estudos de bancada, além de apresentar um estudo sobre a interação entre os 

hormônios estrógenos com ácido húmico que possam elucidar seu comportamento no 

meio ambiente. 

 

1.2  Revisão Bibliográfica 

 

Todas as formas de vida existentes em nosso planeta dependem da água. 

Cada ser humano necessita consumir água doce diariamente para manter-se vivo 

(BAIRD, 2002). 

A disponibilidade de água é um dos fatores mais importantes para a 

manutenção dos ecossistemas. A água deve conter substâncias essenciais à vida e, ao 

mesmo tempo, estar isenta de outras que possam produzir efeitos deletérios. Assim, 

disponibilidade de água significa que ela está presente não somente em quantidade 

adequada em uma dada região, mas também que sua qualidade seja satisfatória para 

suprir as necessidades de um determinado conjunto de seres vivos (BRAGA, 2006). 

Neste sentido, a preservação dos recursos hídricos constitui um problema 

complexo mas indispensável no cenário atual, principalmente pelos conflitos de 

interesse acirrados pela influência de múltiplos usuários. A capacidade de renovação da 

água depende da manutenção de uma estabilidade física, química e biológica do meio 

ambiente, além da sazonalidade climática (ANDREOLI, 2005). 

O crescimento populacional exacerbado, a falta de planejamento da 

urbanização e a expansão das atividades agrícolas e industriais que tem ocorrido nas 

últimas décadas, geraram grandes volumes de resíduos domésticos e efluentes 
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industriais, muitas vezes dispostos e tratados de maneira incorreta, com um elevado 

potencial poluente ao ambiente (BOTERO, 2010). 

Dentre os muitos poluentes que caracterizam o esgoto doméstico e os resíduos 

industriais que são lançados de modo indiscriminado no meio ambiente, estão os 

agrotóxicos, os surfactantes, os fármacos, os corantes têxteis (PETROVIC et al., 2003), 

sendo relevante o seu monitoramento nos diversos compartimentos ambientais, assim 

como a realização de estudos que permitam avaliar o comportamento, destino e 

persistência no meio aquático e terrestre (PERALTA-ZAMORA, 2003).  

Em meio a numerosos contaminantes ambientais é possível destacar o grupo 

dos poluentes emergentes, que mesmo estando presentes em concentrações na faixa 

de µgL-1 e ngL-1, provocam efeitos tóxicos (HALLING - SORENSEN, 2000). Dentro 

deste contexto, fármacos, hormônios e cianotoxinas merecem destaque, em razão da 

sua contínua presença em efluentes de ETEs (TERNES et al., 2003). 

Poluentes emergentes ou contaminantes emergentes referem-se a qualquer 

composto químico presente numa variedade de produtos comerciais como 

medicamentos, produtos de uso veterinário, embalagens de alimentos, produtos de 

higiene, agrotóxicos, etc., ou ainda qualquer microorganismo, que possa ser encontrado 

em matrizes ambientais e biológicas, que não são usualmente monitorados ou que 

ainda não possuem legislação regulatória correspondente, mas que apresentam risco 

potencial à saúde humana e ao meio ambiente (LA FARRÉ et al, 2008, KUSTER et al, 

2008).  

Ao contrário dos poluentes orgânicos persistentes (POPs), os poluentes 

emergentes não necessitam ser persistentes para causar efeitos negativos devido à 

entrada contínua no ambiente, como resultado de processos industriais, descarte de 

produtos comerciais ou ainda por sua excreção orgânica na forma metabolizada ou 

não, lançados diretamente nos corpos d’água ou na rede de esgotos. Também podem 

ser descartados no solo e sedimentos, o que leva à contaminação de mananciais 

superficiais por escoamento e aquíferos por infiltração (BARCELÓ, 2003, LÓPEZ et al, 

2010 e PETROVICK, 2005). 

Entre essas substâncias, estão os hormônios, de importante efeito no sistema 

endócrino, os quais, em razão da baixa eficiência de remoção apresentada pelos 
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sistemas convencionais de tratamento de água e esgoto, contaminam águas 

superficiais e subterrâneas, impactando o meio hídrico e podendo ser considerado um 

problema de saúde pública (SCHERR et al, 2009; BILA e DEZOTTI, 2007; GHISELLY e 

JARDIM, 2007, CHOW et al, 1999, HOEGER et al, 2005). 

Apesar de possuírem meia-vida relativamente curta quando comparados a 

outros compostos orgânicos (como alguns pesticidas), os estrógenos são 

continuamente introduzidos no ambiente, o que lhes concede um caráter de 

persistência. 

A remoção de estrogênios em sistemas de tratamento de esgoto é muito 

complexa. Nelson et al. (2007) verificaram que os tratamentos primário e secundário 

não foram suficientes para remover desreguladores endócrinos ou traços de 

substâncias orgânicas como hormônios, fármacos e pesticidas em esgoto doméstico. 

Porém, as lagoas de estabilização representam uma das principais tecnologias de 

tratamento de esgotos do Brasil. 

. 

 

1.2.1  Interferentes Endócrinos 

 

Juntamente com o sistema nervoso, um dos principais mecanismos de controle 

de funções essenciais do organismo de humanos e de outros animais é o sistema 

endócrino ou hormonal (MOREIRA, 2010). 

O sistema endócrino é um mecanismo complexo que coordena e regula a 

comunicação entre as células, constituído por combinações de glândulas e hormônios, 

sendo responsável pelas funções biológicas normais, como reprodução, 

desenvolvimento embrionário, crescimento e metabolismo entre outras (COM, 1999). 

Nos seres humanos o sistema endócrino é constituído por um conjunto de 

glândulas (hipófise, tireóides e paratireóides, timo, supra-renais, pâncreas, testículos e 

ovários) localizadas em diferentes regiões do corpo, e pelos hormônios por elas 

sintetizados, tais como a tiroxina, os estrogênios e progestogênios, a testosterona e a 

adrenalina (BIRKETT, 2003, LINTELMANN, 2003, ANKEY et al, 1998). 
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 Hormônios são mensageiros químicos produzidos e secretados pelas 

glândulas endócrinas, que respondem pela comunicação entre diferentes tipos de 

células, as quais identificam os hormônios através de receptores que são estruturas 

proteicas especializadas em reconhecimento molecular (MASTERS, 2001). Depois da 

aproximação e interação (hormônio-receptor) ocorre uma série de reações bioquímicas, 

levando a respostas biológicas específicas. 

Quando lançadas na corrente sanguínea, coordenam o funcionamento do 

organismo como um todo. Algumas funções que controlam são: atividades de órgãos, 

níveis de sais, açúcares e líquidos no sangue, o uso e armazenamento de energia, o 

crescimento e o desenvolvimento de um determinado organismo, sua reprodução, suas 

características sexuais, etc (JARDIM, 2007). 

Atualmente existem várias substâncias químicas suspeitas de causar danos ao 

sistema endócrino, e as mesmas são conhecidas como Interferentes Endócrinos (IEs). 

Muitas definições têm sido usadas pelos pesquisadores, mas a mais difundida é a 

definição dada pela Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (USEPA), 

segundo a qual, IEs são agentes exógenos que interferem na síntese, secreção, 

transporte, recepção, ação, ou eliminação dos hormônios naturais do corpo, que são 

responsáveis pela manutenção da homeostase (preservação da constância interna), 

reprodução, desenvolvimento e comportamento (USEPA, 1997).  

Os IEs afetam o sistema endócrino e consequentemente as funções vitais nos 

seres vivos, e seus efeitos podem se manifestar em cada um dos estágios da dinâmica 

hormonal (produção de hormônios, ligação aos receptores, ação hormonal, excreção e 

biotransformação) (CRAIN et al., 2000), atuando nos sítios receptores e no conjunto de 

enzimas associado ao ciclo hormonal, interferindo nos mecanismos de retroalimentação 

e nas interconexões com os sistemas nervoso e imunológico (JACOBS, 2001), de forma 

a imitar, bloquear ou provocar o colapso dos hormônios. 

Apenas recentemente esta importante questão tem recebido atenção por parte 

da comunidade científica, embora já existissem, desde o início do século XX, hipóteses 

prevendo alterações no funcionamento do sistema endócrino de algumas espécies 

animais expostas a determinadas substâncias químicas tóxicas. Esse interesse tem 

ocorrido principalmente devido ao número crescente de publicações que relatam o 
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aumento da incidência de disfunções no sistema endócrino de seres humanos e, mais 

significativamente, efeitos fisiológicos adversos observados em espécies animais para 

as quais a relação causa/efeito é mais evidente (GHISELLI E JARDIM, 2007). De 

acordo com Moreira (2010), muitos são os estudos que evidenciam uma ligação direta 

entre a presença desta classe de substâncias e alterações endócrinas em animais, 

contudo, não se sabe em que quantidade estes compostos são prejudiciais. Alguns 

autores defendem que mesmo em concentrações de ng L-1, alguns destes 

perturbadores podem causar ao longo de anos, efeitos na saúde humana e alterações 

funcionais em outras espécies animais. 

Os efeitos desencadeados pelos hormônios sexuais sobre a biota incluem: 

alterações nas taxas de fecundidade, fertilização, eclosão; modificações 

comportamentais (agressividade, movimentação); histopatologias (fígado, gônadas, 

rins); imunodepressão; imposex (desenvolvimento de características sexuais femininas 

em machos ou o oposto), inibição do desenvolvimento dos órgãos sexuais e reversão 

sexual. As evidências observadas em estudos envolvendo moluscos, crustáceos, 

peixes, répteis, pássaros e alguns mamíferos têm sugerido que possíveis alterações de 

saúde humana envolvendo o sistema reprodutivo tais como o câncer de mama e de 

testículo, podem estar relacionadas à exposição a tais substâncias (MANAHAN, 2003 e 

FILHO, 2007). 
Grande quantidade destes IEs pode ser liberada no ambiente em função de uso 

veterinário, da descarga de resíduos industriais e quando lixiviados de aterros 

sanitários. Entretanto, estima-se que uma importante fonte de contaminação por estes 

tipos de compostos esteja representada pelas excreções metabólicas naturais 

(HEBERER, 2002; e BENDZ, 2005). Segundo Bila e Dezotti (2003), algumas toneladas 

de medicamentos são produzidas por ano e aplicadas na medicina humana e 

veterinária. A dosagem ingerida de um fármaco não é 100 % absorvida pelo organismo, 

sendo parte excretada ao ambiente onde pode manter suas propriedades químicas, ou 

ainda, gerar produtos que algumas vezes tem maior persistência ou mesmo toxicidade.  

Dentre as substâncias emergentes que têm sido reportadas como 

desreguladores endócrinos ou com potencial ação desreguladora, podem-se destacar 

produtos farmacêuticos (antibióticos de uso humano e veterinário, analgésicos, 
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antiinflamatórios, contraceptivos, etc), drogas de uso psiquiátrico (como a fluoxetina, 

etc), produtos de higiene pessoal (fragrâncias, protetores solar, repelentes de inseto, 

antissepticos, etc), drogas de abuso (anfetaminas, cocaína, etc), aditivos industriais 

como EDTA, agrotóxicos, PCB’s, hormônios naturais (estrona, testosterona, etc) (SILVA 

e COLLINS, 2011). 

Estrogênios sintéticos (17α-etinilestradiol) e naturais (estrona, 17β-estradiol), 

provenientes do uso de contraceptivos e do metabolismo humano, respectivamente, 

são frequentemente detectados em estações de tratamento de esgoto e, inclusive, em 

águas naturais, o que representa um sério problema de saúde pública (DESBROW et 

al, 1998; SNYDER et al, 1999; TERNES et al, 1999, BARONTI et al, 2000, JOSS et al, 

2004, JOSS et al, 2005). 

Os estrogênios são primeiramente biotransformados no sistema hepático e 

parcialmente nos músculos, rins e gônadas, sendo oxidados, hidroxilados, desoxidados 

e metilados antes da conjugação com ácido glicurônico ou sulfato, transformando-se 

em compostos estrogênicos menos ativos. Além dos conjugados, muitos outros 

metabólitos polares, como a 16-hidroxi-estrona, podem estar presentes nas fezes e na 

urina (YING, KOOKANA e RU, 2002).  

Embora, em grande parte, sejam metabolizados e excretados na forma inativa, 

conjugada como glucuronídeos e sulfatos, a ação de enzimas produzidas por bactérias 

comumente encontradas em áreas de despejo de efluentes facilmente os 

biotransformam em compostos biológicamente ativos e passíveis de desencadearem 

efeitos principalmente na biota (GHISELLI, 2006; KHANAL et al., 2006; HUTCHINS et 

al., 2007; TANAKA et al., 2009). 

 

1.2.1.1 Hormônios Sexuais Femininos 

 

Atualmente a terapia hormonal é uma área importante da medicina que consiste 

no uso de hormônios naturais no estado bruto ou puro, e de substâncias que simulam 

ou antagonizam a ação de hormônios. 

 Segundo a IUPAC (União Internacional da Química Pura e Aplicada), os 

esteróides compreendem uma classe de hormônios cuja estrutura básica é formada 
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pelo ciclo[a]fenantreno (Figura 1). Nessa estrutura podem existir ligações duplas, 

metilas, carbonilas e hidroxilas, dando origem a uma série de hormônios esteroidais 

(RAIMUNDO, 2007). 

 
FIGURA 1 - ESTRUTURA BASICA DOS ESTEROIDES 

FONTE: KASSAB (2001) 
 

Os hormônios sexuais são derivados do colesterol e podem ser classificados 

em três grupos principais: hormônios sexuais femininos, ou estrógenos; hormônios 

sexuais masculinos, ou andrógenos e, hormônios da gravidez, ou progestógenos 

(SOLOMONS, 2000). 

Os hormônios estrógenos vêm recebendo atenção por serem compostos 

extremamente ativos biologicamente e estão relacionados à etiologia de vários tipos de 

cânceres (DOS REYS, 2001). Os estrógenos naturais 17β-estradiol (E2), estrona (E1) e 

o sintético 17α-etinilestradiol (EE2), despertam grande preocupação, tanto pela 

potência como pela quantidade contínua introduzida no ambiente. Estes hormônios 

possuem a melhor conformação reconhecida pelos receptores e, portanto, resultam em 

respostas máximas, sendo considerados como responsáveis pela maioria dos efeitos 

disruptores desencadeados pela disposição de efluentes (FILHO, 2006). A Figura 2 

mostra a estrutura química destes compostos. 

 
FIGURA 2 - ESTRUTURA BÁSICA DOS HORMÔNIOS E1, E2 E EE2 
FONTE: DURIGAN (2001) 
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Os estrogênios são excretados pelo corpo principalmente como formas 

biológicas inativas conjugadas (sulfatos e glucuronides). Os estrogênios conjugados 

não possuem atividade biológica direta, porém, uma grande proporção presente no 

esgoto é provavelmente desconjugada pelas bactérias fecais (Escherichia coli) antes de 

alcançar as estações de tratamento de esgotos (COLEMAN et al., 2004; D’ASCENZO 

et al., 2003; BARONTI et al., 2000). Os estrogênios conjugados na forma de 

glucuronides são muito menos recalcitrantes a degradação biológica no esgoto do que 

os estrogênios sulfatados (D’ASCENZO et al., 2003). Os estrogênios como o E2 e seus 

metabólitos, estriol e estrona, são produzidos naturalmente por mamíferos, sendo 

excretados principalmente por mulheres em idade fértil e influenciam no 

desenvolvimento do sistema reprodutor feminino e masculino, nas funções das 

glândulas mamárias, do útero, do ovário, testículos e da próstata e são responsáveis 

pelo desenvolvimento das características secundárias femininas relacionadas ao 

crescimento, à reprodução e ao metabolismo.  Os estrogênios também desempenham 

um papel importante na manutenção do tecido ósseo, no sistema cardiovascular e no 

sistema nervoso central (SHIMADA et al., 2001; MILLER 2009).  

Os estrogênios E1 e E2, além de funcionarem como hormônios sexuais 

femininos, desempenham papeis importantes como a prevenção de doenças ósseas, 

proteção do sistema cardiovascular, controle sobre o comportamento e humor, 

entretanto, apesar de essenciais para saúde alguns estudos concluíram que sua 

exposição elevada aumenta o risco de câncer de mama, ovário e tireoide (RAY et al., 

2012). O EE2 é um estrogênio sintético comumente utilizado em pílulas 

anticoncepcionais, e apesar de ser administrado em baixa dosagem, sua 

estrogenicidade chega a ser de 10 a 50 vezes maior do que a estrona e o estradiol 

(JOSEPH et al., 2011). 

Por sua vez, estrógenos sintéticos, como o EE2, são usados extensivamente 

como contraceptivos e com propósitos terapêuticos, principalmente para o controle da 

síndrome da menopausa e do câncer de próstata (REIS et al, 2006). 

Esses hormônios são encontrados no ambiente devido, principalmente, a excreção de 

seres vivos (Tabela 1). 
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TABELA 1- EXCREÇÃO DIÁRIA (µg) DE 17 β-ESTRADIOL, ESTRONA, ESTRIOL E 
17 α-ETINILESTRADIOL POR SERES HUMANOS. 
 

Excreção (µg/dia) 17 β-Estradiol Estrona Estriol 17 α-Etinilestradiol 

Homens 1,6 3,9 1,5 - 

Mulheres em menstruação 3,5 8,0 4,8 - 

Mulheres em menopausa 2,3 4,0 1,0 - 

Mulheres em gestação 259 600 6000 - 

Mulheres - - - 35 

FONTE: JOHNSON, BELFROID E DI CORCIA (2000); YING, KOOKANA E RU 
(2002); JOHNSON E WILLIAMS (2004). 

 

 A Tabela 1 mostra as quantidades médias de estrógenos excretados por 

homens e mulheres (grávidas, em menopausa e em período menstrual). Pode-se 

observar que a quantidade de estrogênios liberados no meio ambiente por gestantes é 

cerca de seis mil vezes maior para o estriol quando comparados com a excreção por 

mulheres em menopausa, porém, milhares de mulheres estão em seu período mestrual 

todos os dias. Os valores para homens são sempre inferiores aos das mulheres, sendo 

que a excreção de EE2 está relacionada à ingestão do fármaco. Estrogênios naturais 

ou sintéticos são excretados, através da urina em suas formas biologicamente ativas 

(FALCONER, 2006; KUCH et al., 2000; TERNES et al., 1999) ou seja, como 

conjugados solúveis em água e, em menor proporção, por meio das fezes. Ainda é 

necessário lembrar que as quantidades de hormônios excretadas dependem da idade, 

do estado de saúde, da dieta, maturação sexual, entre outros (SODRÉ et al. 2007). 

Diversos trabalhos pautados na identificação e quantificação de hormônios em 

águas naturais foram desenvolvidos nas últimas décadas pelo mundo todo. Os 

primeiros estudos nesse sentido no Brasil foram realizados em 1997 por Ternes em 

Penha, RJ (Tabela 2). 
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TABELA 2 – QUANTIDADE DE ESTROGÊNIOS (ng L-1) ENCONTRADA EM ÁGUAS SUPERFICIAIS 
PELO BRASIL. 
Local Hormônio Quantidade (ngL-1) Fonte 

Penha – RJ E2 21,0 Ternes, 1997  

Campinas – SP E2 e EE2 6000,0 e 3500,0 Ghiselle, 2006  

Campinas – SP  E2 e EE2 2510,0 e 310 Sodré, 2007 

Piracicaba – SP EE2 até 305,0 Torres, N.H., 2009 

Belo Horizonte – MG E2 e EE2 62,6 e 63,8 Moreira, 2010  

Curitiba – PR E1, E2 e EE2’ 1800, 0; 13450,0 e 5900,0  Machado, K., 2010  

Baía de Todos os Santos - BA EE2 20,0 Filho, N. S., 2012 

NOTA: E1 = estrona, E2= 17 β-estradiol, EE2= 17 α-etinilestradiol 

 

Outra linha de pesquisa referente aos IEs busca implementar e otimizar 

metodologias que identifiquem e quantifiquem os estrógenos em amostras ambientais, 

que sejam sensíveis a esses micropoluentes, mas que sejam mais acessíveis. O 

grande desafio são as quantidades encontradas em níveis traço, difíceis de detectar e 

quantificar, mas que mesmo nessas concentrações podem trazer prejuízos aos 

organismos vivos. 

 

1.2.2  Interação dos estrogênios com SH 

 

A presença de IEs em águas superficiais está diretamente relacionada à 

eficiência dos processos de tratamento de efluentes e esgotos, pelo menos em países 

onde existe essa prática de saneamento. No Brasil, apenas cerca de 46 % dos 

municípios (IBGE, 2011) têm algum tipo de serviço de esgotamento sanitário e o 

tratamento é realizado somente em parte do esgoto coletado, incluindo processos 

físicos e químicos como coagulação, floculação, decantação, filtração, desinfecção, 

fluoretação e correção de pH, existindo ao final, a possibilidade da presença de 

micropoluentes como estrogênios. Segundo Sodré (2007, 2010), como consequência 

da inadequação dos sistemas de tratamento ou à falta de tratamento de esgotos ou 

efluentes, IEs são detectados em águas superficiais o que aponta para a necessidade 

de novas alternativas de descontaminação. 
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Há uma preocupação mundial pelo desenvolvimento de técnicas eficientes para 

remoção integral de IEs dos sistemas aquáticos, que sejam de baixo custo e 

preferencialmente um processo natural. Devido às suas propriedades físico-químicas e 

características estruturais as Substâncias Húmicas (SH) se habilitam a serem 

estudadas visando sua aplicação no tratamento de água/efluentes contendo IEs. 

Considerando a complexidade do ambiente aquático, são possíveis as 

interações naturais dos IEs com as SH. De acordo com Stehlickova et al (2009), nos 

sistemas aquáticos e também nos terrestres, as SH são os principais compostos 

capazes de interagir com micropoluentes orgânicos como os hormônios, interferindo 

nos processos de biodisponibilidade para o ambiente. 

Recentemente, diferentes adsorventes têm sido estudados como uma 

alternativa tecnológica para a remoção de IEs presentes em efluentes aquosos, 

(ZHANG, 2005, ZUKUHARA, 2006 e FERNANDES, 2007) dentre os quais pode-se 

destacar as SH (FERNANDES e GIOVANELA, 2011). 

As SH são compostos poliméricos heterogêneos, resultantes da decomposição 

de resíduos de animais e vegetais em vários estágios de decomposição 

(STEHLICKOVA et al., 2009), e o principal componente da matéria orgânica (MO) 

aquática e terrestre. São complexantes orgânicos naturais importantes, pois possuem 

uma grande variedade de grupos funcionais presentes em sua estrutura, que nos meios 

aquático e terrestre influenciam diretamente no comportamento de diversas espécies no 

ambiente. 

As SH interagem com compostos orgânicos xenobióticos, por exemplo, 

pesticidas e herbicidas por efeitos de adsorção, solubilização, hidrólise, processos 

microbiológicos e fotossensibilizantes. O efeito solubilizante das SH sobre compostos 

orgânicos exerce importante função na dispersão, mobilidade e transporte dessas 

substâncias no ambiente aquático e terrestre (MARTINNETO et al., 1994; SANTOS et 

al., 1998; STEINBERG et al., 2003). 

Uma concepção sobre a estrutura das SH foi proposta por Wershaw (1986, 

1993) que as considerou em solução como pseudo-micelas ou possuidora de estrutura 

do tipo micelar, com uma parte hidrofóbica voltada para o interior e uma parte hidrofílica 

voltada para o exterior. Uma evolução dessa proposta coincide com as teorias de 
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Piccolo (2002) e colaboradores sobre um arranjamento supra-estrutural de pequenas 

unidades de substâncias húmicas através de forças de interação fracas como as de van 

der Waals e outras ligações hidrofóbicas a pH neutro e de pontes de H+ em valores 

mais baixos de pH. Esse modelo tem grande utilidade: do ponto de vista macroscópico 

as macromoléculas húmicas formariam colóides, e microscopicamente possuiriam 

muitos microcosmos químicos (agregados) (CANELLAS, 2005). 

Esse material, disponível em ambientes naturais, também possui boa capaci-

dade de adsorção devido à presença de grupos funcionais de grande reatividade 

(Figura 3) que atuam nas reações de troca iônica, fazendo com que o potencial de 

adsorção frente a certas espécies, tais como metais e moléculas orgânicas, seja alto 

(BROWN, 2000). 

Botero e colaboradores (2011) estudaram as interações entre o EE2 e o 

bisfenol A com substâncias húmicas aquáticas (SHA) de rios tropicais, sendo que os 

resultados indicaram forte influência no transporte e reatividade desses compostos. 

 

 
FIGURA 3 -  MODELO ESTRUTURAL PARA O ÁCIDO HÚMICO 

FONTE: ROSA, et al. 2000 
  

De acordo com Rosa e colaboradores (2000), as SH são ambientalmente 

importantes principalmente por influenciar no transporte, biodisponibilidade e 

complexação de metais e pesticidas no ambiente e por atuar no mecanismo de sorção 

no solo de gases orgânicos e inorgânicos presentes na atmosfera.  

Além disso, possuem importante função reguladora que evita processos 

erosivos no solo devido a sua alta capacidade de retenção de água (STEVENSON, 
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1994); interagem com compostos orgânicos antrópicos, por exemplo, xenobióticos por 

efeitos de adsorção, solubilização, hidrólise, processos microbiológicos e 

fotossensibilizantes (BARCELÓ, 1991; SANTOS et al., 1998); e os complexos formados 

entre SH e espécies metálicas, nutrientes e compostos orgânicos (SH-M) possuem 

diferentes estabilidades, as quais são altamente dependentes do pH, espécies 

metálicas, força iônica, concentração de SH e condições redox (NINFANT’EVA et al., 

1999).  

 

1. 3  Técnicas e seus fundamentos 

 

Encontrar métodos analíticos confiáveis é um dos principais desafios no 

monitoramento de micropoluentes emergentes em amostras ambientais, principalmente 

devido às baixas concentrações e a complexidade da matriz tais como águas naturais, 

efluentes industriais, solos, sedimentos, emissões gasosas, amostras biológicas, 

alimentos, etc. 

De acordo com Vieira e colaboradores (2010), diversos trabalhos têm sido 

dedicados a desenvolver métodos para determinação e quantificação de IEs e 

avaliação de sua atividade estrogênica em organismos aquáticos. Técnicas de preparo 

de amostras como extração e micro-extração em fase sólida (SPE e SPME) e 

cromatográficas como a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e cromatografia 

gasosa (CG) com diferentes detectores e outras fundamentadas em testes toxicológicos 

(YES, ELISA, E-screen, ELRA) têm sido desenvolvidas. 

A detecção e identificação de novos compostos em faixas de concentração 

mais baixas tem sido possível graças ao grande progresso na instrumentação analítica 

nos últimos anos e o desenvolvimento de técnicas de extração mais robustas, 

contribuindo, assim, para o melhor entendimento do problema de contaminação do 

meio ambiente (BARCELÓ et al, 2008 e SODRÉ et al, 2010). 

A CG e a CLAE têm sido as técnicas mais utilizadas na separação, 

identificação, e quantificação de estrogênios atualmente. 

A cromatografia compreende um grupo diversificado e importante de métodos 

que permitem separar componentes muito semelhantes de misturas complexas como 
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amostras ambientais (águas superficiais, efluentes, etc) com alta complexidade devido 

ao seu grande volume e possibilidade de contaminação. Características como a alta 

sensibilidade, fácil adaptação para determinações quantitativas acuradas, adequação à 

separação de espécies e sua ampla aplicabilidade industrial fazem da cromatografia a 

mais usada de todas as técnicas analíticas de separação (SKOOG, 2002). 

Um levantamento bibliográfico realizado por Filho (2006) demonstrou que os 

detectores e acoplamentos de detectores mais empregados para análise de hormônios 

pela técnica de CLAE são: eletroquímico, fluorescência, espectrômetro de massas, 

ultravioleta com varredura de diodo e ultravioleta com varredura de diodo acoplado a 

espectrômetro de massas. Ainda que, a cromatografia acoplada à espectrometria de 

massa apresente maior eficiência e sensibilidade na determinação de hormônios 

sexuais femininos, sua aplicação é limitada devido ao seu alto custo e complexidade 

(YACABE, HONDA e MAGALHAES, 2005; ZHOU, WANG e JIA, 2007). O detector de 

arranjo de diodos é, dentre os detectores, o de menor custo além de ser o detector mais 

utilizado em determinações analíticas de poluentes ambientais por CLAE (DEGANI, 

CASS e VIEIRA, 1998). 

Por outro lado, a disponibilidade cada vez maior de dispositivos para pré-

concentração de amostras, tem viabilizado o uso de métodos acessíveis como a 

espectroscopia de absorção molecular UV-Vis. 

Principal concorrente das técnicas cromatográficas, as técnicas 

espectroscópicas apresentam a vantagem de serem mais rápidas, com a obtenção de 

espectros em poucos segundos, possuem maior robustez, custo relativamente baixo e 

grande número de aplicações desenvolvidas. No entanto, sistemas com mais de uma 

espécie apresentam uma alta sobreposição espectral. Para a resolução destes 

sistemas, é necessária a utilização de métodos de separação matemática, como as 

técnicas quimiométricas (TREVISAN e POPPI, 2006; ROCHA e TEIXEIRA, 2004). 

A espectrofotometria é fundamentada na lei de Lambert-Beer (Equação 1), que 

é a base matemática para medidas de absorção de radiação por amostras no estado 

sólido, líquido ou gasoso, nas regiões ultravioleta, visível e infravermelho do espectro 

eletromagnético. Para medidas de absorção de radiação em determinado comprimento 

de onda, tem-se:  
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A= log(Io /I) = εbc  (1) 

A absortividade molar (ε) é uma grandeza característica da espécie absorvente, 

cuja magnitude depende do comprimento de onda da radiação incidente. Normalmente 

é necessário o uso de reagentes para a conversão da espécie de interesse em uma 

forma que permita a medida de absorção de radiação com maior sensibilidade e/ou 

seletividade, para a determinação espectrofotométrica de espécies na região UV-Vis. 

Sendo assim, espécies que absorvem fracamente podem ser convertidas em 

compostos com maior absortividade molar, visando a determinação de menores 

quantidades do analito (HOWELL e HARGIS, 1994; PRENESTI, DANIELE e TOSO, 

2002). 

 

1.3.1 Reação colorimétrica para análise UV-Visível de E1, E2, EE2 

 

De acordo com proposta de Yakabe (2005), a aplicação do método 

espectroscópico visando o estudo de hormônios e sua interação com SH, baseia-se na 

diazotação do reagente sulfanilamida seguida de acoplamento com o hormônio, 

formando um complexo que apresenta coloração laranja-amarelado (Figura 4). 

Os azo-compostos formados, como os azo-aromáticos (R = arila) são muito 

coloridos, estáveis e foram muito usados como corantes de baixo custo por mais de um 

século (ALLINGER, 2009). 

 

 
FIGURA 4 – SOLUÇÃO DA REAÇÃO COLORIMÉTRICA DO E1, E2 E EE2 

FONTE: O AUTOR 
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 Os sais de diazônios são preparados pelo tratamento de soluções de aminas 

em ácidos aquosos a frio com nitrito de sódio. As diazotações de aminas aromáticas 

são usualmente feitas em HCl ou H2SO4 diluídos (ALLINGER, 2009). 

Os compostos azo contêm o grupo –N=N–. A estabilidade do composto 

dissubstituído R-N=N-R é dependente da natureza do grupo R (ALLINGER, 2009). 

Na reação, emprega-se nitrito de sódio, que reage com a sulfanilamida em meio 

ácido formando um diazo composto, seguida de acoplamento com o hormônio 

(YAKABE, HONDA e MAGALHÃES, 2005). 

A reação mostrada na Equação 2 representa um mecanismo de reação usada 

no método de Griess (RAMOS, et al., 2006). 

 

 

.             (2) 

 

O composto formado apresenta baixa estabilidade e o limite máximo 

recomendado para as análises espectroscópicas das soluções é de até duas horas 

após a reação colorimétrica (RAMOS, et al., 2006). 

Esta reação colorimétrica é perceptível na faixa do UV-Vis e corresponde ao 

espectro de absorção dos hormônios E1, E2 e EE2 em 480nm. Realizou-se leitura em 

480 nm, verificando-se, de acordo como esperado, a variação de absorção conforme a 

concentração. 

 

1.3.2  Validação da metodologia 

 

Para realização das análises propostas realizou-se a validação dos métodos 

analíticos. A validação de um processo consiste em uma avaliação que estime a 

eficiência na rotina de um laboratório no desenvolvimento de um método analítico, 
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adaptação ou implementação de método conhecido. Segundo Brito et al. (2003), várias 

definições estão descritas na literatura para validação, tratando-se portanto de termo 

não-específico. Se as características do método estiverem de acordo com os pré-

requisitos estabelecidos, ele é considerado validado. Portanto, existe diferença entre a 

execução de experimentos que determinam os diversos parâmetros (coleta dos dados 

experimentais) e a validação. Essa deve avaliar a relação entre os resultados 

experimentais e as questões que o método se propõe a responder. 

O objetivo da validação consiste em demonstrar que o método analítico é 

adequado para o seu propósito. A validação deve ser considerada quando se 

desenvolve ou efetua adaptações em metodologias já validadas, inclusão de novas 

técnicas ou uso de diferentes equipamentos (BRITO et al., 2003). Segundo Leite 

(1996), não ter validação é ter apenas um número e não um resultado. 

A validação é uma comprovação, por meio de fornecimento de evidência 

objetiva, de que os requisitos para uma aplicação ou uso específicos pretendidos foram 

atendidos (INMETRO, 2003). 

Atualmente, no Brasil, a ANVISA (Agencia Nacional de Vigilância Sanitária), o 

INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade Industrial) e o 

MAPA (Ministérios da Agricultura, Pecuária e Abastecimento) são as três agências 

credenciadoras que verificam a competência de laboratórios de ensaios (INMETRO, 

2003; ANVISA, 2003; MAPA, 2003). 

Alguns parâmetros são exigidos pela ANVISA e INMETRO: linearidade e faixa 

de aplicação, seletividade, sensibilidade, precisão, exatidão, limite de detecção (LD) e 

limite de quantificação (LQ). Mas vale lembrar que não existe um modelo pré-definido 

para sistemas de validação, sendo necessário ajustar e adequar às melhores 

adaptações (LEITE, 1996). Portanto, os parâmetros a serem incluídos na validação 

dependem do experimento e da intenção do uso do método analítico, pois nem sempre 

é necessário levar todos os critérios em consideração. Deve-se selecionar os critérios 

de maior relevância para obter o melhor processo de validação para cada caso 

(FALONE, 2007). 

Quando as etapas de validação são realizadas em um único laboratório, seja 

para verificar se um novo método tem sido desenvolvido adequadamente ou para 
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verificar se um método adaptado de outras fontes está apropriado, denomina-se 

validação no laboratório in housevalidation. Outro tipo de validação trata-se da 

validação completa fullvalidation que envolve todas as características de desempenho 

de um estudo interlaboratorial utilizado para verificar como uma metodologia se 

comporta em uma determinada matriz em vários laboratórios, estabelecendo a 

reprodutibilidade da metodologia e a incerteza associada à metodologia como um todo 

(THOMPSON, ELLISON e WOOD, 2002). 

Muitos artigos são encontrados abordando os critérios de validação de acordo 

com sua área específica, enfatizando a exatidão, a precisão e os limites de detecção e 

quantificação. Dentre esses, muitos são das áreas biológica (HUBERT et al., 1999; 

CAUSON, 1997), farmacêutica (BRESSOLLE et al., 1996; CHASIN et al., 1996) e 

química (PEREIRA et al., 2000).   

O processo de validação de um método deve estar descrito em um 

procedimento, e os estudos para determinar os parâmetros de validação devem ser 

realizados com equipamentos e instrumentos dentro das especificações, funcionando 

corretamente e adequadamente calibrados (DICLA, 2010). 

Para garantir que um novo método analítico gere informações confiáveis e 

interpretáveis sobre a amostra, ele deve ser validado. A necessidade de se mostrar a 

qualidade de medições químicas, através de sua comparabilidade, rastreabilidade e 

confiabilidade, está sendo cada vez mais reconhecida e exigida, pois isso evita que 

dados analíticos não confiáveis conduzam a decisões desastrosas e mesmo a prejuízos 

financeiros irreparáveis (RIBANI, 2004). 

A validação de métodos analíticos, frequentemente abrange os parâmetros: 

Especificidade/Seletividade, Função da Resposta (gráfico analítico), Intervalo de 

Trabalho, Linearidade, Sensibilidade, Exatidão, Precisão (repetitividade, precisão 

intermediária e reprodutividade), Limite de Detecção (LD), Limite de Quantificação (LQ) 

e Robustez (BRITO et al., 2003). 

 

1.3.2.1  Linearidade e faixa de aplicação 

A linearidade corresponde à capacidade do método de fornecer resultados 

linearmente correlacionados às concentrações do analito em uma determinada faixa de 
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aplicação. Pode-se também definir a linearidade como a capacidade que uma 

metodologia analítica possui em demonstrar que os resultados obtidos são diretamente 

proporcionais à concentração do analito na amostra, dentro de um intervalo 

especificado (BRASIL, 2003). 

De acordo com BRASIL (2010), a linearidade de um método pode ser 

observada pelo gráfico dos resultados dos ensaios em função da concentração do 

analito e verificada a partir da equação da regressão linear, determinada pelo método 

dos mínimos quadrados. Para tal, deve ser verificada a ausência de valores 

discrepantes para cada nível de concentração e a homocedasticidade (homogeneidade 

da variância dos resíduos) dos dados, antes de fazer a regressão linear.  

A Lei de Beer estabelece que a relação entre a absorbância (y) e a 

concentração do analito (x), descrita pela Equação (3) só é válida para o intervalo 

correspondente à faixa linear da curva analítica. 

 

y = A x+B   (3) 

 

1.3.2.2  Exatidão 

  

Segundo ANVISA (BRASIL, 2003), a exatidão de um método analítico indica a 

proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relação ao valor 

verdadeiro. Desta forma, a exatidão do método foi estabelecida após o alcance da 

linearidade do mesmo. 

A exatidão pode ser alcançada por meio do cálculo do erro relativo (ER), 

expresso em percentagem (DICLA, 2010). Para ANVISA (BRASIL, 2003), a exatidão 

também pode ser calculada como a diferença porcentual entre as médias e o valor 

verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confiança, de acordo com a Equação (4), 

a seguir: 

100   x  
Teórica ãoConcentraç

alExperiment Média ãoConcentraç
EXATIDÃO =               (4) 
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1.3.2.3  Precisão  
   

De acordo com ANVISA (BRASIL, 2003), pode-se definir precisão como a 

avaliação da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma 

amostragem múltipla de uma mesma amostra. Desta forma, pode-se alcançá-la em três 

níveis: 

a) Repetibilidade (ou precisão intra-corrida); 

b) Precisão Intermediária; 

c) Reprodutibilidade. 

 

As condições de repetibilidade podem ser caracterizadas utilizando: 

• Mesmo procedimento de medição; 

• Mesmo observador; 

• Mesmo instrumento usado sob mesmas condições; 

• Mesmo local, e 

• Repetições no menor espaço de tempo possível. 

 

A repetibilidade pode ser expressa quantitativamente em termos da 

característica da dispersão dos resultados e pode ser determinada por meio da análise 

de padrões, material de referência ou adição do analito a branco da amostra, em várias 

concentrações na faixa de trabalho (BRASIL, 2010). 

A precisão intermediária refere-se à precisão avaliada sobre a mesma amostra, 

amostras idênticas ou padrões, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratório, mas 

definindo exatamente quais as condições a variar (uma ou mais), tais como: diferentes 

analistas, diferentes equipamentos, diferentes tempos (BRASIL, 2010), enquanto que 

para a reprodutibilidade expressa a precisão entre laboratórios, mediante estudos 

colaborativos usualmente aplicados para padronização de metodologias (BRITO et al., 

2003). 

No presente trabalho apenas a repetibilidade foi avaliada devido à limitação de 

operação do sistema analítico por operador e laboratório únicos. 

Segundo Skoog (2002), a precisão dos dados analíticos é o grau de 

concordância mútua entre os dados que foram obtidos do mesmo modo. Para tanto, a 
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avaliação da precisão pode ser expressa como desvio padrão relativo (DPR) ou 

coeficiente de variação (CV%), não se admitindo valores superiores a 15%. Para o DPR 

emprega-se a Equação (5), a seguir (BRASIL, 2003): 

 

100   x  
(CMD) aDeterminad Média ãoConcentraç

(DP) Padrão Desvio
(DPR) RELATIVO PADRÃO DESVIO =        (5) 

 

Para este cálculo é necessário obter previamente o DP e a CMD.  

O desvio padrão (DP) é uma medida de dispersão usada com a média. Mede a 

variabilidade dos valores à volta da média.  

Para Pocinho, (2009), o DP pode ser definido como a raiz quadrada da 

variância, e a variância (VR) é caracterizada pela média dos quadrados dos desvios 

(S²) de acordo com as equações 6 e 7, a seguir:  

( )

1n

xx

S

n

1i

2 

i
2

−

−

=

∑
−   (6) 

 

2SDP =        (7) 
   

 

 O desvio padrão é uma medida que indica a dispersão dos dados dentro da 

amostra, isto é, o quanto os resultados diferem da média. Por isso que ele sempre é 

apresentado junto da média. Um não faz sentido sem o outro. Quanto menor o desvio 

padrão, mais homogêneo é o resultado. 

Uma vez obtido DP, pode-se então calcular DPR que evidencia a precisão do 

método. Este valor consiste na razão do desvio padrão (DP) pela concentração média 

determinada (CMD) expressa em %. 

 

1.3.2.4  Limite de detecção (LD) ou sensibilidade 

Define-se LD como a menor quantidade do analito presente em uma amostra 

que pode ser detectada, porém não necessariamente quantificada, sob as condições 

experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003; NIJHUIS, 1999; HUBER, 1998).  
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Quando são realizadas medidas em amostras com baixos níveis do analito, 

como por exemplo, análise de traços, é importante saber qual o menor valor de 

concentração do analito ou da propriedade que pode ser detectado pelo método 

(BRASIL, 2010). 

A importância desta determinação e os problemas associados a ela advêm do 

fato de que a probabilidade de detecção não muda rapidamente de zero para um 

quando seu limiar é ultrapassado. Os problemas têm sido investigados estatisticamente 

e diversos critérios de decisão têm sido propostos. Muitas controvérsias são originadas 

devido ao fato de não haver atualmente uma concordância da terminologia aplicável. O 

termo “limite de detecção” não é aceito por todos, apesar de ser usado em alguns 

documentos setoriais (BRASIL, 2010). 

O limite de detecção para um procedimento analítico pode variar em função do 

tipo da amostra. É fundamental assegurar-se de que todas as etapas de 

processamento do método analítico sejam incluídas na determinação desse limite de 

detecção (BRASIL, 2010). 

Para a validação de um método analítico, é normalmente suficiente fornecer 

uma indicação do nível em que a detecção do analito pode ser distinguida do sinal do 

branco/ruído. 

Segundo Ribeiro et al. (2003), analistas, quando desenvolvem métodos novos 

ou modificados para análise de traços, frequentemente definem LD em termos do 

desvio-padrão de medidas do branco. Entretanto, sendo o branco constituído de todos 

os reagentes, com exceção da amostra e do analito, não reproduz as mesmas 

condições a que o analito estará sujeito durante a análise. O LD determinado dessa 

forma pode avaliar mudanças ocorridas durante o desenvolvimento do método, ou para 

comparação de instrumentos. Entretanto, em relação à análise prática, esses valores 

são extremamente baixos e não representam a realidade.  

O limite de detecção pode ainda ser determinado mediante a relação 

sinal/ruído, através do desvio-padrão da resposta e do coeficiente angular, e também 

por processos estatísticos. 

No caso de métodos instrumentais (CLAE, CG, absorção atômica), a estimativa 

do limite de detecção pode ser determinada conforme a Equação (8). 
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LD=
IC

 DP 3 xa

    (8)
 

 

Onde DPa é o desvio padrão do intercepto com o eixo do Y de, no mínimo, 3 

curvas de calibração construídas contendo concentrações do analito próximas ao 

suposto limite de quantificação, e IC é a inclinação da curva de calibração. 

Segundo Brito et al. (2003), tendo por base Analytical Methods Committee 

(Royal Society of Chemistry), LD pode ser assim calculado: 

LD = 
S

s3   
(9)

 

      

Na qual: s = desvio-padrão da resposta; S = o coeficiente angular da curva 

analítica.  

 

1.3.2.5  Limite de quantificação (LQ) ou limite de determinação 

O limite de quantificação é definido como a menor concentração do analito, que 

pode ser quantificada na amostra, com exatidão e precisão aceitáveis, sob as 

condições experimentais adotadas (BRITO et al, 2003). Pode ser estimado por meio do 

sinal/ruído, através do desvio-padrão e por processos estatísticos. 

Este limite, após ter sido determinado, deve ser testado com amostras 

independentes, para averiguar se a tendência e a precisão conseguidas são 

satisfatórias. Uma maneira de se calcular o LQ é conforme a Equação (10): 

 

LQ = X + 5s ou LQ = X + 6s ou LQ = X + 10s   (10) 

 

Onde, X = média dos valores dos brancos, s = desvio-padrão amostral dos brancos 
 

 A concentração do analito corresponde ao valor da média do branco mais 5, 6 

ou 10 desvios padrão. Todavia, a maneira mais realista é determinar o LQ 

experimentalmente, com base em critérios de aceitação pré-definidos. 
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O método analítico deve ser especificado e o LQ para cada analito deve ser 

expresso nas unidades apropriadas, de acordo com o preconizado no método analítico. 

A matriz da amostra usada para determinar o LQ deve ser identificada. 

Segundo Brito et al. (2003), tendo por base Analytical Methods Committee 

(Royal Society of Chemistry), outra forma de se calcular o LQ é conforme a Equação 

(11): 

 

LQ = 
S

s10
    (11) 

 

Onde: s = desvio-padrão da resposta da menor concentração da curva 

analítica; S = o coeficiente angular da curva analítica (sensibilidade do método). 

Do exposto, percebe-se a necessidade de pesquisas voltadas ao 

desenvolvimento de metodologias de análise que permitam o monitoramento de 

microcontaminantes orgânicos em águas superficiais, particularmente no Brasil onde há 

poucos estudos sobre os níveis de contaminação em águas que são destinadas ao 

abastecimento público. 
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2.  OBJETIVOS 

 

2.1  Objetivos Gerais 

 

Adaptar e padronizar um método empregando espectroscopia de absorção 

molecular para quantificação dos estrogênios E1, E2 e EE2 e, com base nessa 

metodologia, realizar estudos de bancada que busquem esclarecer aspectos da 

interação entre SH e os hormônios. 

 

2.2  Objetivos Específicos 

 

• Validar procedimento analítico de espectroscopia de absorção molecular 

UV-Vis para a quantificação de estrogênios. 

• Realizar análise comparativa entre o método de espectroscopia UV-Vis 

validado e o método cromatográfico (CLAE). 

• Realizar estudos de bancada sobre o comportamento de estrógenos e 

suas interações com SH, empregando Espectroscopia de Absorção 

Molecular UV-Vis. 
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3.  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1  Implantação da Metodologia 

 

A metodologia analítica empregada nesta pesquisa está baseada na literatura 

sobre o desenvolvimento e padronização de método colorimétrico para quantificar o 

17β-Estradiol (YAKABE, HONDA e MAGALHÃES, 2005) o emprego de CLAE na 

quantificação de hormônios estrógenos em águas (TORRES, 2009) e sobre a remoção 

dos hormônios 17 β-estradiol e 17 α-etinilestradiol de soluções aquosas empregando 

turfa decomposta como material adsorvente (FERNANDES e GIOVANELA, 2011). 

Todos os reagentes utilizados foram de pureza adequada para realização do 

trabalho (grau analítico). Os estrogênios e o ácido húmico da marca Sigma Aldrich®. O 

etanol absoluto, nitrito de sódio p.a. e sulfanilamida da marca Synth®. O ácido clorídrico 

fumegante a 37 %, o cloreto de cálcio p.a. e carbonato de sódio anidro p.a., da marca 

Merck®. A água utilizada foi obtida de um sistema milli-Q (Millipore). Para as análises 

cromatográficas complementares empregou-se metanol grau HPLC da Merck®. 

 

3.2  Análises por Espectroscopia de Absorção Molecular UV-Vis 

 

3.2.1  Preparação da solução-padrão de estrogênios 

 

Preparou-se uma solução padrão de estrogênio, com concentração de 1000 µg 

mL-1, diluída em álcool etílico absoluto. Para tanto, pesou-se 100 mg de cada um dos 

hormônios em balança analítica, em balões volumétricos com capacidade de 100 mL 

previamente lavados e ambientados com álcool etílico, seguido da adição de 80 mL de 

álcool etílico absoluto, que foi então submetido ao banho de ultra-som por cinco 

minutos para eliminação de bolhas, depois o volume do balão foi completado com o 

mesmo solvente.  

A partir desta solução foram preparadas diluições, ainda em etanol absoluto 

para efetuar a curva analítica. As soluções então apresentaram dez concentrações 

diferentes para a obtenção do espectro de absorção (10,0 a 28,0 µg mL-1).  
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3.2.2  Reação Colorimétrica 

 

Em banho de gelo, misturou-se solução de sulfanilamida 0,1 % (p/v) dissolvida 

em solução de ácido clorídrico 0,1 mol L-1, com nitrito de sódio 0,5 % (p/v) e incubou-se 

por cerca de dois minutos. Em seguida, acrescentou-se a solução padrão (Yakabe, et 

al., 2005). Agitou-se, aguardando por mais um minuto. Por fim, adicionou-se a solução 

de carbonato de sódio a 10 % (p/v) e completou-se com água destilada para 50 mL, 

como indica a Tabela 3. 

 

TABELA 3 - PREPARAÇÃO DAS SOLUÇÕES PARA REAÇÃO COLORIMÉTRICA 

Concentração de 
Estrogênio 
(µgmL-1) 

Sulfanilamida 
0,1 % (mL) 

Nitrito de sódio 
0,5 % (mL) 

Solução padrão de 
estrogênio 

(mL) 

Carbonato de 
sódio 10 % (mL) 

Água 
destilada 
q.s.p (mL) 

10 10 10 10 10 50 

12 10 10 10 10 50 

14 10 10 10 10 50 

16 10 10 10 10 50 

18 10 10 10 10 50 

20 10 10 10 10 50 

22 10 10 10 10 50 

24 10 10 10 10 50 

26 10 10 10 10 50 

28 10 10 10 10 50 

Branco 10 10 - 10 50 

FONTE: O AUTOR 
 

3.2.3  Análises por Espectroscopia de Absorção Molecular dos hormônios E1, E2 

e EE2 

Com as soluções-padrão contendo 10,0; 12,0; 14,0; 16,0; 18,0; 20,0; 22,0; 24,0; 

26,0 e 28,0 µg mL-1 dos estrogênios determinou-se as absorbâncias obtidas de três 

repetições, relacionadas às correspondentes concentrações para a construção da curva 

analítica, com leitura simples no comprimento de onda de 480 nm, região de melhor 

sinal do espectro conforme o estudo de Yakabe, Honda e Magalhães (2005), onde 

verifica-se curvas de absorção com boa simetria e com um máximo de absorção. O 
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branco foi composto de álcool etílico absoluto sem o hormônio, e as leituras na faixa do 

UV-Vis foram realizadas em um espectrofotômetro VARIAN, modelo CARY 50, 

utilizando-se células de quartzo com capacidade para 3 mL e caminho ótico de 5 mm. 

O desempenho analítico do método foi avaliado por meio dos seguintes 

parâmetros de mérito: linearidade, exatidão, precisão, limite de detecção (LD) e limite 

de quantificação (LQ), conforme Ribani e colaboradores (2004). 

 

3.3  Análises por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

 

Em laboratório de química analítica da Universidade Tecnológica Federal do 

Paraná (UTFPR), campus de Ponta Grossa/PR, realizou-se as análises cromatográficas 

em triplicata das soluções dos estrogênios estudados nas concentrações de 10,0; 15,0; 

20,0; 25,0 e 30,0 μg mL-1 para que seja empregada a mesma faixa de concentração 

utilizada para o método espectroscópico. Empregou-se um cromatógrafo modelo 

YL9100 e coluna C18 marca Luna Kinetex (4,6 x 250 mm x 5 µm) com detector UV-Vis.  

Baseado na metodologia de Wang et al. (2008), utilizou-se mistura de dois 

solventes: A (água ultrapura) e B (metanol grau HPLC). Nos primeiros 9 minutos o 

gradiente A:B foi igual a (41% A : 59% B), após decorrido este tempo o gradiente variou 

para (49% A : 51% B) até o fim da corrida. As condições cromatográficas utilizadas 

seguem na Tabela 4. 

 

TABELA 4- CONDIÇÕES CROMATOGRÁFICAS 
Tempo de corrida 30 min 

Volume de injeção 20 µL 

Temperatura da coluna 40°C 

Fluxo 1,2 mL min-1 

Comprimento de onda 230 nm 

. FONTE: O autor 

 

3.4  Análise por Espectroscopia Infravermelho do Ácido Húmico 

Com o padrão de ácido húmico, determinou-se o espectro do composto, para 

identificação das bandas referentes aos grupos funcionais no intervalo de 400 a 4000 
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cm-1, usando o padrão na forma sólida. Utilizou-se um espectrofotômetro SHIMADZU, 

modelo IR PRESTIGE 21. As pastilhas foram preparadas com 100 mg de KBr grau 

espectroscópico seco a 110°C e pulverizado, e 1 mg de ácido húmico padrão.  

 

3.5  Interações estrogênios-SH 

 

Com base na metodologia proposta por Fernandes e Giovanela (2011), a 

interação dos hormônios E1, E2 e EE2 com SH foi realizada à temperatura ambiente (~ 

25°C) e em pH aproximadamente 7,0. A força iônica foi mantida constante com cloreto 

de cálcio 0,01 mol L-1. 

Foram realizados experimentos variando-se a concentração da SH em 5,0; 10,0 

e 20,0 μg mL-1 frente à solução dos hormônios em concentração inicial constante de 

20,0 μg mL-1. 

Para realizar a solubilização do ácido húmico, deixou-se a solução em pH 10, 

com a adição de solução de hidróxido de sódio 0,01mol L-1. Depois de solubilizar o 

ácido húmico, neutralizou-se com a adição de solução de ácido clorídrico até pH 7,0. 

A interação, sob agitação constante a 80 rpm em mesa agitadora Cientec®, foi 

acompanhada por coletas periódicas de solução por períodos de no máximo 48 h, e 

análises espectroscópicas visando a quantificação através do método validado na 

presente pesquisa. 

 

3.6  Descarte de Resíduos 

 

Todos os resíduos contendo hormônios gerados neste trabalho foram coletados 

em recipiente de PET e encaminhados a grupo de pesquisa do DEQUIM/UEPG, que 

estuda a potencialidade dos processos oxidativos avançados na remediação de 

poluentes de relevância ambiental. 
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4.  RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1  Processo de validação 

As figuras de mérito selecionadas, no presente estudo, para testar o 

desempenho da metodologia adotada foram:  

a) Linearidade e faixa de aplicação; 

b) Exatidão; 

c) Precisão; 

d) Limite de quantificação; 

e) Limite de detecção (sensibilidade). 

 

4.1.1  Linearidade e faixa de aplicação 

A linearidade foi determinada através da análise em triplicata e no mesmo dia 

de 10 concentrações distintas (10,0; 12,0; 14,0; 16,0; 18,0; 20,0; 22,0; 24,0; 26,0 e 28,0 

µg mL-1), obtendo-se um coeficiente de correlação médio (R²) de três curvas analíticas 

de 0,994 para o E1, 0,994 para o E2 e 0,981 para o EE2. Os valores médios 

experimentais obtidos para a construção das curvas analíticas através da média da 

análise em triplicata de cada um dos 10 pontos estão demonstrados na Tabela 5. 

 

TABELA 5 – VALORES MÉDIOS DE ABSORBÂNCIA (A) DE E1, E2 E EE2 E DESVIO PADRÃO COM 
LEITURA EM 480 nm, NO MESMO DIA. 

Concentração Estrogênio 
(µg mL-1) 

E1 E2 EE2 

Média (A) DesvioPadrão Média (A) DesvioPadrão Média (A)  DesvioPadrão 

10,0 0,034 0,005 0,031 0,004 0,024 0,003 

12,0 0,050 0,001 0,033 0,004 0,040 0,006 

14,0 0,059 0,007 0,046 0,005 0,036 0,006 

16,0 0,060 0,011 0,052 0,007 0,047 0,013 

18,0 0,077 0,011 0,069 0,005 0,062 0,007 

20,0 0,082 0,009 0,082 0,001 0,073 0,003 

22,0 0,091 0,008 0,094 0,010 0,079 0,005 

24,0 0,103 0,008 0,102 0,013 0,096 0,004 

26,0 0,110 0,010 0,113 0,003 0,103 0,005 

28,0 0,120 0,007 0,121 0,004 0,141 0,010 

FONTE: O AUTOR 
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Após o cálculo da média das triplicatas (valores experimentais) de cada ponto, 

as curvas analíticas foram construídas e estão demonstradas nas Figuras 5, 6 e 7. 

. 

 
FIGURA 5 - CURVA ANALÍTICA PARA E1 EM 480 nm.   
FONTE: O AUTOR. 

 
 

 
FIGURA 6 - CURVA ANALÍTICA PARA E2 EM 480 nm.   
FONTE: O AUTOR. 
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FIGURA 7-CURVA ANALÍTICA PARA EE2 EM 480 nm.  
FONTE: O AUTOR. 

 

 O coeficiente de correlação médio obtido demonstra a variação dos dados 

obtidos, ou seja, quanto mais próxima de 1 menor a variação obtida. Assim pode-se 

afirmar que os dados obtidos apresentaram pouca variação. Segundo o INMETRO 

(2010), valores maiores que 0,90 são aceitáveis, portanto, pode-se dizer que os valores 

obtidos atendem aos critérios exigidos, verificando-se, portanto, relação linear entre a 

concentração dos estrogênios estudados e a absorbância na faixa de concentração 

10,0 – 28,0 µg mL-1.  

 

4.1.2  Exatidão 

Para o cálculo de exatidão foi estabelecido um intervalo linear, a partir de 3 

concentrações: baixa (10,0 µg mL-1), média (20,0 µg mL-1) e alta (28,0 µg mL-1), todas 

analisadas em triplicatas (Tabela 6).  
 

TABELA 6 – ENSAIO ANALÍTICO PARA AVALIAÇÃO DA EXATIDÃO DO MÉTODO. 

Concentração 
Teórica  

(µg mL-1) 

E1 E2 EE2 
Concentração 

média 
experimental 

(µg mL-1) 

Exatidão  
(%) 

Concentração 
média 

experimental 
(µg mL-1) 

Exatidão  
(%) 

Concentração 
média 

experimental 
(µg mL-1) 

Exatidão  
(%) 

10,0 9,8 98,5 10,7 107,1 11,3 113,0 
20,0 19,7 98,5 19,7 98,5 20,8 104,0 
28,0 28,4 101,4 27,9 99,6 27,7 98,9 

FONTE: O AUTOR 
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A exatidão do método foi estabelecida através da relação entre a concentração 

média determinada experimentalmente e a concentração teórica correspondente. 

Segundo a ANVISA (BRASIL, 2003), todos os valores obtidos encontram-se dentro do 

estabelecido pela legislação a qual estabelece valores entre 80 e 120 % de alcance do 

teor do analito em pesquisa. 

 
4.1.3  Precisão 

   
A precisão foi avaliada em termos de desvio padrão relativo (DPR) ou 

coeficiente de variação (CV %), não se admitindo valores superiores a 15 %. Uma vez 

obtido Desvio Padrão (DP), calculou-se DPR que evidencia a precisão do método. Este 

valor consiste na razão do desvio padrão (DP) pela concentração média determinada 

(CMD) expressa em %. Considerando a absorbância para a faixa de concentração dos 

estrogênios na curva analítica, em 480 nm, obteve-se os seguintes resultados (Tabela 

7). 

 

TABELA 7 – DESVIO PADRÃO RELATIVO PARA A FAIXA DE CONCENTRAÇÕES DE 10 A 28 μg mL-1 

DE E1, E2 E EE2. 
 E1 E2 EE2 

 C  
(µg mL-1) 

Absorbância 
Média  

 
DP  

 

 
DPR 
(%) 

 

Absorbância 
Média  

DP  DPR 
(%) 

Absorbância 
Média  

DP  DPR 
(%) 

10 0,034 0,005 14,7 0,031 0,004 12,9 0,024 0,003 15,0 
12 0,050 0,001 2,0 0,033 0,004 12,1 0,040 0,006 15,0 
14 0,059 0,007 11,8 0,046 0,005 10,8 0,036 0,006 8,1 
16 0,060 0,011 15,0 0,052 0,007 13,4 0,047 0,013 11,2 
18 0,077 0,011 14,2 0,069 0,005 7,2 0,062 0,007 11,8 
20 0,082 0,009 10,9 0,082 0,001 1,2 0,073 0,003 3,9 
22 0,091 0,008 8,8 0,094 0,010 10,6 0,079 0,005 6,0 
24 0,103 0,008 7,7 0,102 0,013 12,7 0,096 0,004 4,6 
26 0,110 0,010 9,0 0,113 0,003 2,6 0,103 0,005 4,5 
28 0,120 0,007 5,8 0,121 0,004 3,3 0,141 0,010 8,1 

FONTE: O AUTOR 
 

Portanto, o DPR, para a metodologia implantada conforme as condições 

experimentais descritas anteriormente, tem um valor médio de 9,4 % para o E1, 8,3 % 

para o E2 e 8,1 % para o EE2, ou seja, o método apresentou precisão dentro do limite 

de desvio padrão relativo (DPR) ou coeficiente de variação (CV%). 
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4.1.4  Limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) 

Neste trabalho os limites foram determinados tendo por base o Analytical 

Methods Committee (Royal Society of Chemistry) (BRITO et al, 2003), que considera a 

relação entre o desvio-padrão da resposta e o coeficiente angular da curva analítica 

(Tabela 8). 

 

TABELA 8: LIMITE DE DETECÇÃO E LIMITE DE QUANTIFICAÇÃO CALCULADOS PARA E1, E2 E EE2 

Estrogênio Desvio padrão Coeficiente angular 
LD calculado  

(µg mL-1) 

LQ calculado  

(µg mL-1) 

 

E1 
0,005 0,00458 3,27 10,91 

 

E2 
0,004 0,00524 2,29 7,63 

 

EE2 
0,003 0,00501 1,79 5,98 

FONTE: O AUTOR. 

  

Os limites, após terem sido determinados, foram testados com amostras 

independentes, para averiguar se a tendência e a precisão conseguidas eram 

satisfatórias. De acordo com Brasil (2010), para a análise em nível de traços, pode-se 

adotar o LQ como a concentração mais baixa da curva analítica.  

Após realizar-se a validação do método colorimétrico com quantificação por 

espectroscopia UV-Vis, validou-se também a metodologia empregando CLAE com 

detector UV-Vis, comparando-se posteriormente os resultados obtidos com o intuito de 

confirmar a adequação do método espestroscópico para os propósitos do presente 

trabalho. 

 

4.2  Método cromatográfico 

 

A metodologia aplicada na etapa de cromatografia foi baseada no trabalho 

desenvolvido por Torres (2009), empregando-se uma coluna C-18 Kinetex como fase 

estacionária e como fase móvel a mistura água:metanol 41:59 (v/v) nos primeiros nove 
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minutos de corrida e depois na proporção 49:51 (v/v) até o final da corrida 

cromatográfica, com leitura em detector UV-Vis em 230 nm. 

Foram preparadas soluções padrão de E1, E2 e EE2 em etanol. Após injeção 

das amostras, foram identificados os tempos de corrida em aproximadamente 24,5 

minutos para o E2, 26 minutos para o E1 e 29 minutos para o EE2.  Os picos para E1 e 

E2 possuem tempo de retenção muito próximos sob as condições cromatográficas 

apresentadas e assim, ocorre sobreposição dos picos referentes aos hormônios E1 e 

E2 quando analisados simultaneamente, no cromatograma resultando em apenas um 

pico largo. Por esse motivo, o E2 foi injetado separadamente. O cromatograma para o 

E1 e para o EE2 está demonstrado conforme a Figura 8. 

 

 
FIGURA 8: CROMATOGRAMA PARA E1 E EE2 
FONTE: O AUTOR 

 

Os picos cromatográficos observados entre 1 a 6 minutos podem ser atribuídos 

ao solvente utilizado para preparação das soluções padrão (etanol) e também a 

possíveis impurezas.  
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Como o intuito do presente trabalho é realizar um comparativo entre o método 

cromatográfico e o método espectroscópico, utilizou-se as mesmas figuras de mérito 

para validação. 

 

 

4.2.1 Linearidade e faixa de aplicação 

A linearidade foi determinada segundo ANVISA (BRASIL, 2003), através da 

análise em triplicata de 5 concentrações distintas (10,0; 15,0;  20,0; 25,0  e 30,0 μg mL-

1), obtendo-se um coeficiente de correlação médio (R²) de três curvas analíticas de 

0,990 para E1; 0,987 para E2 e 0,995 para EE2. Os valores experimentais obtidos para 

a construção da curva analítica através da média da análise em triplicata de cada um 

dos 5 pontos escolhidos estão demonstrados na Tabela 9. 

 

TABELA 9- VALORES MÉDIOS DE ÁREA (mV.s-1) DO E1, E2 E EE2 E DESVIO PADRÃO. 
 E1 E2 EE2 

Concentração 
(μg mL-1) Média (Área) Desvio Padrão Média (Área) Desvio Padrão 

Média 
(Área)  Desvio Padrão 

10,0 111,009 8,7 139,234 7,9 91,062 6,3 

15,0 242,207 13,4 280,446 6,2 194,014 12,4 

20,0 300,006 6,6 358,195 5,8 266,145 5,2 

25,0 391,649 9,9 480,244 8,3 324,271 6,4 

30,0 455,975 3,2 511,883 5,3 408,125 5,1 

 

Após o cálculo da média das triplicatas de cada ponto experimental, as curvas 

analíticas foram construídas a partir da relação entre as diferentes concentrações e a 

média dos valores de área (mVs-1) produzidos pelos picos cromatográficos e estão 

demonstradas nas Figuras 9, 10 e 11: 
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FIGURA 9 - CURVA ANALÍTICA PARA E1 OBTIDA ATRAVÉS DE MÉTODO CROMATOGRÁFICO
 FONTE: O AUTOR. 
 
 

 
FIGURA 10 - CURVA ANALÍTICA PARA E2 OBTIDA ATRAVÉS DE MÉTODO CROMATOGRÁFICO
 FONTE: O AUTOR. 
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FIGURA 11 - CURVA ANALÍTICA PARA EE2 OBTIDA ATRAVÉS DE MÉTODO CROMATOGRÁFICO
 FONTE: O AUTOR. 
 

O coeficiente de correlação médio obtido demonstra a variação dos dados 

obtidos, ou seja, quanto mais próxima de 1 menor a variação obtida. Assim pode-se 

afirmar que os dados obtidos apresentaram pouca variação. Segundo o INMETRO 

(2010), valores maiores que 0,90 são aceitáveis, portanto, pode-se dizer que os valores 

obtidos atendem aos critérios exigidos, verificando-se, portanto, relação linear entre a 

concentração dos estrogênios estudados e a área dos picos cromatográficos na faixa 

de concentração 10,0 a 30,0 µg mL-1. 

 

4.2.2 Exatidão 
 
Para o cálculo de exatidão foi estabelecido um intervalo linear entre três níveis 

de concentração: baixa (10,0 µg mL-1), média (20,0 µg mL-1) e alta (28,0 µg mL-1), todas 

analisadas em triplicatas (Tabela 10).  
 

TABELA 10 – ENSAIO ANALÍTICO PARA AVALIAÇÃO DA EXATIDÃO DO MÉTODO 
CROMATOGRÁFICO 

 E1 E2 EE2 

Concentração 
Teórica 

(µg mL-1) 

Concentração 
média 

experimental 
(µg mL-1) 

Exatidão 
(%) 

Concentração 
média 

experimental 
(µg mL-1) 

Exatidão 
(%) 

Concentração 
média 

experimental 
(µg mL-1) 

Exatidão 
(%) 

10,0 10,37 103,7 9,28 92,8 10,59 105,9 
20,0 19,62 98,1 20,34 101,7 20,01 100,05 
28,0 28,71 102,5 28,06 100,2 27,92 99,7 

FONTE: O AUTOR 
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A exatidão do método foi estabelecida através da relação entre a concentração 

média determinada experimentalmente e a concentração teórica correspondente. 

Segundo a ANVISA (BRASIL, 2003), todos os valores obtidos encontram-se dentro do 

estabelecido pela legislação a qual estipula valores entre 80 e 120 % de alcance do teor 

do analito em pesquisa. 

 

4.2.3 Precisão 

Considerando a área dos picos cromatográficos para a faixa de concentração 

dos estrogênios E1, E2 e EE2 na curva analítica, obteve-se os seguintes resultados 

(Tabela 11): 

 

TABELA 11 – DESVIO PADRÃO RELATIVO PARA A FAIXA DE CONCENTRAÇÕES DE 10 A 30 µg mL-

1 DE E1, E2 E EE2 PELO MÉTODO CROMATOGRÁFICO. 

C  
(µg mL-1) 

E1 E2 EE2 

Média 
(Área)  

DP  DPR (%) Média 
(Área)  

DP  DPR (%) Média 
(Área)  

DP  DPR (%) 

10,0 111,009 8,7 7,8 139,234 7,9 5,6 91,062 6,3 6,9 

15,0 242,207 13,4 5,5 280,446 6,2 2,2 194,014 12,4 6,3 

20,0 300,006 6,6 2,1 358,195 5,8 1,6 266,145 5,2 1,9 

25,0 391,649 9,9 2,5 480,244 8,3 1,7 324,271 6,4 1,9 

30,0 455,975 3,2 0,7 511,883 5,3 1,0 408,125 5,1 1,2 
FONTE: O AUTOR 

 
 

No que diz respeito à precisão, ou seja, a avaliação da proximidade dos 

resultados obtidos em uma série de medidas de uma amostragem múltipla, o método 

apresentou precisão dentro do limite de desvio padrão relativo (DPR) ou coeficiente de 

variação (CV%), que segundo Brito et al. (2003) não deve ter valores superiores a 15 

%.  

Portanto, o DPR, para a metodologia implantada conforme as condições 

experimentais descritas anteriormente tem um valor médio de 3,7 % para E1, 2,4 % 

para E2 e 3,6 % para EE2. 
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4.2.4  Limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ)  

 

Os limites foram calculados conforme definido por Brito et al. (2003), tendo por 

base a Analytical Methods Committee (Royal Society of Chemistry).  

Os valores de LD calculados para o método cromatográfico são: 1,56 µg mL-1 

para E1; 1,28 µg mL-1 para E2 e 1,24 µg mL-1 para EE2. 

Os valores de LQ calculados para o método cromatográfico são: 5,22 µg mL-1 

para E1; 4,27 µg mL-1 para E2 e 4,13 µg mL-1 para EE2. 

Pode-se observar que os valores de LD e LQ para o método cromatográfico são 

menores que para o método por espectroscopia UV-Vis, o que corrobora dados da 

literatura de que a cromatografia é um método mais sensível. 

 

4.3 Espectroscopia UV-Vis X Cromatografia 

 

Após validar-se o método de quantificação dos estrogênios E1, E2 e EE2 por 

espectroscopia de absorção molecular UV-Vis e por CLAE, realizou-se análise 

simultânea através dos dois métodos para soluções preparadas especificamente para 

esse teste, obtendo-se os resultados que seguem conforme a Tabela 12: 

 

 
TABELA 12- RESULTADOS OBTIDOS NA ANÁLISE SIMULTÂNEA DE SOLUÇÕES DE E1, E2 E EE2 
POR ESPECTROSCOPIA UV-VIS E CLAE. 

Concentração 

Teórica 

(µg mL-1) 

E1 

(µg mL-1) 

E2 

(µg mL-1) 

EE2 

(µg mL-1) 

Cromatografia UV-VIs Cromatografia UV-Vis Cromatografia UV-Vis 

10,0 10,4 9,7 9,3 10,4 10,6 10,8 

20,0 19,6 19,7 20,3 19,7 20,0 20,5 

28,0 28,7 28,7 28,0 27,6 27,9 27,5 

FONTE: O AUTOR 

 

Independente do fato do método cromatográfico ser considerado pela literatura 

como o mais preconizado para a quantificação de hormônios estrógenos, o método 

espectroscópico aplicado neste trabalho apresentou bons resultados, próximos aos 
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obtidos por cromatografia, lembrando que foram empregadas soluções padrão 

preparadas no laboratório, com composição química conhecida. 

Silva et al (2008) realizou testes comparativos entre o método cromatográfico 

(CLAE) e a espectroscopia por UV-Vis para a determinação de cumarina em xarope, e 

foi demonstrado não existir diferenças significativas entre as médias do teor de 

cumarina detectado pela técnica espectrofotométrica em 320 nm comparada a técnica 

por CLAE, indicativo de exatidão do método. 

Alves et al (2010), também obteve bons resultados ao desenvolver um método 

analítico para quantificação do Efavirenz por espectrofotometria no UV-Vis, quando o 

mesmo foi comparado ao método CLAE. A comparação entre estes dois métodos 

também foram equivalentes na análise de doseamento do ornidazol em comprimidos 

revestidos (SOARES et al, 2008). 

Considerando-se que a espectrometria no UV-Vis apresenta a importante 

vantagem de ser uma técnica simples, rápida, de baixo custo e que utiliza menos 

quantidade de solvente em comparação à CLAE, conclui-se que o método, conforme 

descrito neste trabalho pode ser uma alternativa para a quantificação de amostras 

padrões de estrógenos, com a limitação de que não é possível detectar misturas 

desses hormônios devido à falta de seletividade do método espectroscópico. 

A comparação do método por espectro UV-Vis com o método por cromatografia 

líquida vem agregar valor e confiabilidade aos resultados do método espectroscópico. 

Assim, com base nesses resultados, deu-se seguimento aos estudos de interação entre 

os hormônios E1, E2 e EE2 com SH. 

 

4.4 Análise espectroscópica do Ácido Húmico empregando infravermelho  

O espectro apresentou bandas características de grupos fenólicos e 

carboxílicos, havendo também presença de compostos aromáticos. O espectro está 

apresentado na Figura 12. 
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FIGURA 12- GRÁFICO DE TRANSMITÂNCIA DO ÁCIDO HÚMICO POR ANÁLISE DE IV 
FONTE: O AUTOR 
 
 

Com base no gráfico resultante, montou-se a Tabela 13 com as bandas 

observadas e as suas atribuições. 

 

TABELA 13- ATRIBUIÇÕES DOS PICOS OBSERVADOS NO ESPECTRO DE IV DO ÁCIDO HÚMICO 
Pico Observado 

(cm-1) 
Faixa Esperada pela Literatura 

(cm-1) 
Atribuição 

3400 3550 – 3200 ν(O-H) 
1591 1600 - 1585 e 1500 – 1400 deformação axial das ligações C-C do anel 
1591 1750 - 1500 ν (C=O); νas(C=O) e δ(N-H) 
1388 1440 – 1395 δ (O-H) 
2926 3.000 – 2800 υ(C-H) 

FONTE: O AUTOR 
 

Banda forte e larga na região de 3550 - 3200 cm-1 pode ser atribuída ao 

estiramento ν(O-H), que corresponde a vários grupos contendo OH fenólico 

(SILVERSTEIN, 2000), o que pode ser observado em 3400 cm-1. 

Bandas que indicam a presença de compostos aromáticos aparecem na região 

de 1600 - 1585 cm-1 e 1500 - 1400 cm-1 que são atribuídas à vibração de esqueleto 

envolvendo a deformação axial das ligações C-C do anel (SILVERSTEIN, 2000). Há 
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também bandas localizadas na região de 1750 - 1500 cm-1, onde apareceram os 

estiramentos ν (C=O) de grupos carboxílicos e estiramento assimétrico νas(C=O) dos 

carboxilatos, indicando alta concentração de grupos carboxílicos. A presença de 

bandas nessa região também recebe contribuição da deformação δ(N-H) (BRIGHENTI, 

2010).  

As bandas que aparecem no espectro de ácidos carboxílicos nas regiões de 

1320 – 1210 cm-1 e de 1440 – 1395 cm-1, são provenientes da deformação axial de C-O 

e da deformação angular de O-H, respectivamente (SILVERSTEIN, 2000). A banda 

localizada na região de 3.000 – 2800 cm-1 é atribuída ao estiramento ν (C-H). Há ainda 

uma banda na região entre 1.120 - 1.050 cm-1 que pode ser atribuída ao estiramento ν 

(C-O)alc de alcoóis (BRIGHENTI, 2010). 

Em 1095 cm-1 é observado um pico referente aos grupos Si-O presentes, 

indicando presença de sílica na amostra (PRETSCH, 2009). 

Os ácidos húmicos (AH) são um marcador natural da humificação dos resíduos 

orgânicos, pois no processo de humificação dos resíduos orgânicos, os AH 

representam a fração intermediária entre a estabilização de parte desses compostos 

pela interação com a matéria mineral (huminas) e a ocorrência de ácidos orgânicos na 

solução do solo (ácidos fúlvicos) (STEVENSON, 1994). Com o avanço da humificação, 

ocorrem a policondensação e a conjugação de estruturas insaturadas nos AH 

(PICCOLO, 2001). Grupamentos fenólicos formados durante o processo de 

decomposição da matéria orgânica são convertidos em quinonas, via reações de 

oxidação, as quais são precursoras de radicais livres do tipo semiquinonas nos AH 

(MILORI et al., 2002; BUDZIAC et al., 2004; RIVERO et al., 2004), que se estabilizam 

com o avanço da humificação. 

Struyk & Sposito (2001) mostraram que os AH possuem atividade redox em 

sistemas naturais. Baldotto et al. (2007) apresentaram medidas do potencial do eletrodo 

e da capacidade de oxidação de AH isolados de adubos orgânicos. Esses autores 

verificaram aumento da atividade redox de ácidos húmicos com o aumento da 

concentração de grupos funcionais fenólicos, quinonas e semiquinonas em sua 

estrutura, isto é, com o aumento de aromaticidade seletiva ou do grau de humificação. 
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A amostra de SH analisada que corresponde ao material empregado no estudo 

deste trabalho tem, portanto, características estruturais que podem ser indicadoras da 

sua reatividade e de sua tendência de participação em reações como as de 

complexação ou adsorção. 

 

4.5 Interação entre hormônios estrógenos e SH 

Para o estudo da interação entre hormônios e SH, empregou-se ácido húmico 

(AH), e optou-se por soluções com baixas concentrações, com o intuito de eliminar 

interferências na leitura por espectroscopia UV-Vis, já que o mesmo apresenta 

coloração. 

A interação dos hormônios E1, E2 e EE2 numa concentração inicial de 20,0 µg 

mL-1 com AH nas concentrações de 5,0; 10,0 e 20,0 µg mL-1 foram obtidas num período 

máximo de 48 horas para que interferências do ambiente, como a temperatura e luz 

solar não interferissem nos resultados. Os resultados obtidos seguem na Tabela 14. 

 

TABELA 14- COMPLEXAÇÃO ENTRE AH E OS ESTRÓGENOS E1, E2 E EE2 
Tempo 
(horas) 

AH 5,0 µg mL-1 AH 10,0 µg mL-1 AH 20,0 µg mL-1 

 
E1* E2* EE2* E1* E2* EE2* E1* E2* EE2* 

0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 

7 14,1 19,0 18,6 24,7 16,5 18,7 13,7 14,4 14,2 

24 12,8 18,9 16,9 18,5 15,1 17,1 12,4 12,6 13,6 

32 10,9 12,8 14,7 13,8 13,5 15,7 12,6 11,1 10,5 

48 10,2 12,0 13,7 11,0 11,1 9,8 11,4 9,1 4,8 
* Concentração de E1, E2 e EE2 detectada na solução em µgmL-1 
FONTE: O AUTOR 

 

A redução na concentração dos estrogênios no meio de estudo, quando em 

presença de AH foi detectada desde o início do processo. Para todos os casos, 

observou-se um aumento na remoção do hormônio com o aumento do tempo de 

contato. 

Para a concentração de 5 µg mL-1 de AH, ao final de 48 horas, a concentração 

de E1 foi reduzida de 20,0 µg mL-1 para 10,2 µg mL-1, ou seja, uma remoção de 49 %. 

Quando a concentração de AH foi aumentada para 10 e 20 µgmL-1, novamente 

verificou-se a redução na concentração dos estrogênios estudados, ao longo do tempo 
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(Figura 13). Entretanto para E1, a porcentagem removida foi praticamente igual, 

podendo-se afirmar que há uma diferença mínima na capacidade de remoção quando 

comparadas com a solução de AH 5,0 µg mL-1. Na presença de 10,0 µgmL-1 de AH, 

44,85 % (9,0 µg mL-1) do E1 foi removido, enquanto que em 20,0 µg mL-1 de AH, 

removeu-se 43,0 % (8,6 µg mL-1) do estrogênio E1. 

 

 
FIGURA 13- GRÁFICO DE INTERAÇÃO DO E1 COM AH DURANTE 48 HORAS 
FONTE: O AUTOR 
 

Para E2 e EE2, a redução da concentração esteve em torno de 35 %, sendo 

encontradas concentrações de 12,0 µg mL-1 de E2 e 13,7 µg mL-1 de EE2 ao final do 

tempo estipulado. 

No caso do hormônio E2 (Figura 14) observou-se a redução na concentração 

do estrogênio com o aumento do tempo de contato, nas diferentes condições 

estudadas, porém o aumento na concentração de AH, não aumentou de forma 

significativa a remoção desse estrogênio, que foi de 44,40 % (8,9 µg mL-1) na presença 

de 10,0 µg mL-1 de AH e 54,45 % (10,9 µg mL-1) na presença de 20,0 µ gmL-1 de AH. 
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FIGURA 14- GRÁFICO DE INTERAÇÃO DO E2 COM AH DURANTE 48 HORAS 
FONTE: O AUTOR 

 

O hormônio EE2 foi o que apresentou os melhores resultados de complexação 

com o AH nas condições estudadas. Ao aumentar a concentração de AH, houve um 

aumento significativo na remoção do estrogênio (Figura 15). Na alíquota retirada do 

sistema, após 48 horas de agitação, removeu-se 51,1 % (10,2 µg mL-1) em presença de 

10,0 µg mL-1 de AH e 75,8 % (15,2 µg mL-1) em 20,0 µg mL-1. 

 

 
FIGURA 15- GRÁFICO DE INTERAÇÃO DO EE2 COM AH DURANTE 48 HORAS 
FONTE: O AUTOR 
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Para as soluções contendo maiores concentrações de AH, o tempo de contato 

para atingir os mesmos valores de porcentagem de remoção foi menor do que para as 

soluções contendo as menores concentrações de AH.  

Com base nesses resultados, pode-se supor que, em um ambiente rico em SH, 

a ordem de complexação dos estrogênios com relação ao tempo será EE2>E2>E1.  

Cunha (2012) e Machado (2010) realizaram estudos de quantificação de 

hormônios estrógenos em águas superficiais e em sedimentos e ambos obtiveram 

maiores concentrações em sedimentos, o que indica a adsorção dos hormônios. 

Portanto, a presença de SH no ambiente aquático, reduz consideravelmente a 

disponibilidade desses estrogênios e provavelmente outros IEs e, consequentemente, 

sua interação com a biota. 

A Figura 16 representa o gráfico que mostra a relação entre a porcentagem de 

remoção de hormônio com a concentração de AH. 

 

 
FIGURA 16- RELAÇÃO ENTRE A PORCENTAGEM DE REMOÇÃO DE 
HORMÔNIO E A CONCENTRAÇÃO DE AH 
FONTE: O AUTOR. 
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Esses estrogênios são compostos orgânicos hidrofóbicos, moderadamente 

solúveis em água e que preferencialmente adsorvem em sedimentos/partículas sólidas. 

Portanto, é de se esperar que a adsorção no solo, ou sedimento ou lodo biológico seja 

um significativo fator da redução da concentração desses estrogênios na fase aquosa 

(Lai et al., 2000; Urase e Kikuta, 2005). 

A diferença na quantidade de hormônio complexado com o AH pode estar 

associada às particularidades estruturais de cada hormônio. O EE2 possui 

características mais apolares, devido à presença do grupo etinil em sua estrutura, 

podendo dessa forma, alterar sua afinidade pelo AH (FERNANDES et al., 2011). 

Lai et al (2000), investigaram a adsorção de estrógenos em sedimentos e 

relataram que os estrogênios sintéticos, foram removidos mais facilmente da fase água 

do que os estrogênios naturais, além disso, a sorção dos estrogênios para sedimentos 

foi diretamente relacionada com os teores de carbono orgânico total do meio 

Dados físico-químicos indicam que a molécula húmica apresenta estrutura 

flexível em razão das interações intra/intermoleculares e ligações de hidrogênio 

(BOTERO, 2010). Para os IEs estudados, pode-se inferir que a principal interação 

existente com as SH, representadas pelo AH, são as ligações de hidrogênio dos grupos 

oxigenados e os grupamentos (–OH) presentes nessas moléculas. Além disso, por 

possuírem um grande número de hidrogênios disponíveis para interações do tipo Van 

der Waals em suas estruturas, os estrogênios estudados conseguem ocupar os sítios 

de complexação presentes nas micelas húmicas (BOTERO, 2010). 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados obtidos demonstraram que a metodologia estabelecida apresenta 

os requisitos necessários para os propósitos desse estudo, com características 

analíticas adequadas de acordo com a legislação vigente e a literatura científica 

especializada. 

O processo de validação da metodologia empregando espectroscopia de 

absorção molecular UV-Vis para os estrógenos estrona (E1), 17β-estradiol (E2) e 17 α-

etinilestradiol (EE2) foi alcançado com sucesso, assim como para a metodologia 

baseada na análise cromatográfica (CLAE). 

As análises espectroscópicas apresentaram resultados compatíveis com as 

cromatográficas, dentro da faixa de concentração trabalhada, e considerando as 

condições experimentais de bancada, o que talvez não possa se constatar ao trabalhar 

com amostras reais. A quantificação dos estrogênios visando o estudo sobre as 

interações com as substâncias húmicas (SH) foi assim possibilitado através de ambas 

as técnicas instrumentais.  

Os resultados demonstram que a disponibilidade dos IEs pode estar 

relacionada à presença de SH no meio aquático, consequentemente, estudos do tipo 

aqui apresentados são importantes para uma melhor compreensão da mobilidade, 

transporte e/ou reatividade de contaminantes emergentes em sistemas aquáticos. 

A ampliação dessa abordagem, incluindo a variação de pH para os estudos de 

bancada, o uso de amostras reais de águas superficiais, bem como SH extraídas na 

região, são procedimentos futuros que certamente poderão aprofundar este estudo. 

Considerando a presença de SH em diversos ambientes naturais, acredita-se 

que o estudo do impacto causado pelo aporte de estrogênios no ambiente e suas 

consequências para os organismos vivos, deve incluir as interações verificadas neste 

trabalho. 

Estudos envolvendo poluentes emergentes se mostram cada vez mais 

importantes pelos seus riscos ao ambiente e à saúde, além de serem necessários para 

abrir novas perspectivas de análises, quantificação, etc, e consequentemente, alertar os 

órgãos regulamentadores e a comunidade quanto à esses poluentes. 
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