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RESUMO 

 

        O trabalho desenvolvido valida uma metodologia analítica 

de determinação de esteróis provenientes de contaminações fecais em 

amostras de sedimentos a partir do uso de extração assistida por 

ultrassom (UAE) seguida por uma extração em ponteira descartável 

(DPX). Como analitos foram utilizados o biomarcador fecal coprostanol 

e os esteróis  colesterol, colestanol e estigmasterol. A técnica, 

juntamente com a cromatografia a gás acoplada à espectrometria de 

massas (GC-MS), foi utilizada para a pré-concentração, separação e 

detecção dos analitos. A partir de experimentos multivariados foram 

otimizados os parâmetros das extrações. Para UAE o diclorometano foi 

selecionado como solvente de extração. Os parâmetros da DPX 

otimizados foram 5 ciclos de extração com 700 µL de amostra, de 10 s 

cada, e 2 ciclos de dessorção de 200 µL, de 20 s cada. O solvente de 

dessorção otimizado foi uma mistura composta por acetato de etila e 

acetonitrila 60/40 (v/v). Os limites de quantificação foram de 25 µg kg-1 

para o colesterol e 250 µg kg-1 para os demais analitos. Os limites de 

detecção foram de 7,6 µg kg-1 para o colesterol e 75,8 µg kg-1para os 

outros analitos determinados. Os coeficientes de determinação variaram 

de 0,9908 a 0,9983. A exatidão do método foi avaliada por meio da 

recuperação em 3 níveis de concentração e variou de 78 a 114% e a 

precisão foi medida pelo desvio padrão relativo alcançando valores entre 

0,5 e 10% e de 2 a 16% para as precisões intradia (n=3) e interdia (n=9), 

respectivamente. 

 

Palavras-chave: Esteróis. Ultrassom. DPX. Sedimento. 

.  

 

 

  





ABSTRACT 

 

The work developed validates an analytical methodology for the 

determination of fecal sterols in sediment samples using ultrasonic 

assisted extraction (UAE) followed by pre-concentration with the 

disposable tip extraction (DPX) technique. The fecal biomarker 

coprostanol and the sterols cholesterol, cholestanol and stigmasterol 

were the targeted analytes.  Gas chromatography coupled to mass 

spectrometry (GC-MS) was used for the separation and detection of the 

previously extracted compounds. From the multivariate experiments the 

extraction parameters were optimized. For UAE dichloromethane was 

selected as extracting solvent. The optimized DPX parameters were 5 

cycles of extraction with 700 μL of sample, of 10 s each, and 2 cycles of 

desorption of 200 μL, of 20 s each. The optimized desorption solvent 

was a mixture composed of ethyl acetate:acetonitrile (60:40 v/v). The 

limits of quantification were 25 μg kg-1 for cholesterol and 250 μg kg-1 

for the other analytes. The detection limits were 7.6 μg kg-1 for 

cholesterol and 75.8 μg kg-1 for the other determined analytes. The 

determination coefficient ranged from 0.9908 to 0.9983. The accuracy 

of the method was evaluated by means of recovery at 3 levels of 

concentration and ranged from 78 to 114% and accuracy was measured 

by relative standard deviation reaching values between 0.5 and 10% and 

from 2 to 16% for intraday (n = 3) and interday (n = 9), respectively. 

 

Keywords: Sterols. Ultrasound. DPX. Sediment. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

O saneamento básico engloba ações do governo que gerem 

melhores condições de vida à população. Inseridos nessas ações estão a 

acessibilidade à água potável, ao tratamento de esgoto e à coleta de 

resíduos. Segundo o Sistema Nacional de Informações sobre 

Saneamento (SNIS), no ano de 2016, apenas 44,9% do esgoto gerado no 

país e 74,9% do esgoto coletado pela rede foram tratados (“Sistema 

Nacional de Informações sobre Saneamento: Diagnóstico dos Serviços 

de Água e Esgotos”, 2016). Em termos de volume significa que foram 

tratados 4,6 bilhões de m3 de esgoto em 2016, o que indica que 1,54 

bilhões de m3 de esgoto foram lançados no ambiente sem tratamento 

prévio. 

Esgoto não tratado é o principal responsável pela degradação de 

ambientes aquáticos como  por exemplo, águas subterrâneas.  Lançado 

em regiões costeiras, o esgoto pode causar diversos problemas 

ecológicos incluindo o sufocamento de organismos bentônicos, 

eutrofização e depleção de oxigênio, desregulação endócrina, além de 

ocasionar a bioacumulação de substâncias persistentes e potencialmente 

tóxicas como os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPA)(Saeed 

et al., 2015). 

 A utilização de microrganismos (por exemplo, Escherichia 

coli) para estudar e confirmar a contaminação de esgoto doméstico em 

amostras de água e de sedimentos é limitada por falta de especificidade, 

sensibilidade à luz, vida curta e pouca resistência à temperatura, 

tornando-se impossível estudar as contaminações ocorridas no 

passado(Machado et al., 2014). Além disso, o uso de bactérias tem sido 

questionado em alguns trabalhos, principalmente devido ao aumento do 

volume de resíduos industriais tóxicos, à cloração das águas residuais e 

à concentração de oxigênio dissolvido, que restringe a existência de 

bactérias coliformes. (Bachtiar et al., 2004) 

Uma alternativa é a determinação química que utiliza 

biomarcadores geoquímicos, como os esteróis fecais, que são 
incorporados aos sedimentos de uma certa região durante o período de 

descarte de águas não tratadas. Sedimentos provaram ser eficientes 

ferramentas para identificar impactos ambientais, pois, refletem a 

qualidade da água por conseguirem acumular metais e compostos 

orgânicos e por isso podem ser usados para detectar a presença de 
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contaminantes que não são solúveis após a sua descarga em águas 

superficiais (Froehner, Maceno e Martins, 2010). 

Os questionamentos levantados para metodologias tradicionais 

tanto da área ambiental quanto química, faz com que seja necessário o 

desenvolvimento de novas metodologias que se adaptem às novas 

realidades do meio ambiente e que ao mesmo tempo sejam 

ambientalmente amigáveis, reduzindo o impacto causado com resíduos. 

 

1.2 BIOMARCADORES 

 

Biomarcadores geoquímicos moleculares são compostos 

orgânicos de origem biológica preservados em artefatos encontrados em 

sítios arqueológicos assim como na matéria orgânica encontrada em 

rochas, solos, sedimentos e no petróleo. A análise de biomarcadores 

pode fornecer informações sobre condições ambientais tanto em 

contextos naturais ou mais antropizados como uso e composição de 

sítios arqueológicos, áreas urbanas   ou  regiões de captação (Zocatelli et 

al., 2017).  

Os marcadores moleculares, no ramo da poluição ambiental, são 

determinados marcadores moleculares antropogênicos pois são 

compostos introduzidos no ambiente por fontes antropogênicas. Para 

serem classificados com marcadores moleculares precisam apresentar 

características como: alta especificidade em relação à fonte, boa 

resistência à destruição pela atividade bacteriana e ampla distribuição na 

água e/ou no sedimento (Carreira et al., 2011). Os biomarcadores fecais 

produzidos no trato digestivo de grandes mamíferos são comumente 

usados para rastrear entradas fecais no meio ambiente. Destacam-se os 

esteróis e os ácidos biliares (Zocatelli et al., 2017). 

Quando o material fecal é introduzido em ambientes aquáticos, 

esteróis fecais lipofílicos, como o coprostanol, se ligam fortemente a 

materiais particulados. Na coluna de água, em condições aeróbicas, os 

esteróis fecais podem degradar em até duas semanas. Porém, a 

degradação de esteróis fecais se torna limitada uma vez que eles são 

incorporados aos sedimentos, fazendo com que se tornem bons 

biomarcadores (Leeming e Nichols, 1996). 
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1.3 ESTERÓIS 

 

Os esteróis são típicos exemplos de biomarcadores fecais; são 

considerados impressões digitais de poluição fecal devido a sua 

distribuição em fezes humana e animal. Além de sua natureza 

hidrofóbica, esteróis são facilmente associados a materiais particulados 

e sedimentos (Machado et al., 2014). 

Esteróis, lipídios estruturais, são esteroides com uma cadeia 

lateral alifática de 8-10 átomos de carbono e um grupo hidroxila no 

carbono 3. Todas estas substâncias têm um núcleo contendo o esqueleto 

(Figura 1) de carbono de quatro anéis do ciclopentenofenantreno 

(Yeagle e Yeagle, 2016). 

 

 

 

Figura 1. Estrutura básica de um esterol. 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

Dentre os esteróis, os derivados do colesterol são os esteróis 

mais utilizados como biomarcadores. Foram relatados em fezes 

humanas as seguintes proporções de esteróis: 65% - coprostanol, 20% - 

colesterol, 10%- coprostanona e os 5% restantes são divididos entre 

outros derivados minoritários como colestanona, colestanol e 

epicoprostanol (Choi, Kwan e Wong, 1996). 

A formação do coprostanol ainda é desconhecida , porém uma 

das teorias mais aceitas é que ela ocorra por hidrogenação bacteriana 

estereoespecífica do colesterol no carbono C-5. Essa transformação do 
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colesterol em coprostanol ocorre exclusivamente no intestino de 

humanos e mamíferos superiores (Figura 2).  

 

Figura 2. Esquematização da biotransformação do colesterol no 

intestino. 

 
Fonte: Autoria Própria 

 

Ao contrário do colesterol, o coprostanol não ocorre 

naturalmente em ambientes aquáticos, assim sua presença nesses 

ambientes indica fortemente contaminação por esgoto (Matysik et al., 
2016). 

Existe uma grande divergência sobre os limites de concentração 

de coprostanol considerada como contaminação por esgoto. Já foram 

reportados na literatura trabalhos mais antigos considerando limites de 9 

µg g-1  e 0,5 µg g-1 (Martins, Fillmann e Montone, 2007). No trabalho 

publicado por Martins et al. 2008, é sugerido que uma concentração de 

1000 ng g-1 juntamente com uma potencial fonte de contaminação já 

pode ser considerado uma contaminação.  

Em baixas concentrações, a  concentração do coprostanol, por si 

só, não é um bom indicativo, por isso são utilizadas razões de 

coprostanol com outros esteróis, como por exemplo, o colesterol 
(González-Oreja e Saiz-Salinas, 1998).Com essas razões é possível 

distinguir o que provêm de fontes fecais e o que provêm de fontes 

biogênicas e diagênicas.(Tolosa, Mesa e Alonso-Hernandez, 2014)   A 

Tabela 1 traz as razões mais comumente utilizadas para avaliação da 

contaminação por esgoto utilizando esteróis. 
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Tabela 1. Critérios utilizados para a avaliação de contaminação fecal . 

Parâmetros Critério 

Concentração de 

Coprostanol 

˃0,5 µgg-1→ contaminado 

Coprostanol / Colesterol ˃ 1 → contaminado 

Coprostanol / 

(Coprostanol + Colestanol) 

0,00- 0,30 →  não contaminado 

0,3- 0,7→ moderadamente 

contaminado 

˃  0,7 → contaminado 

Fonte: Adaptado de Martins et al. (2008) 

 

Para o presente trabalho os seguintes esteróis foram escolhidos 

de acordo com a sua disponibilidade: colesterol, coprostanol, colestanol 

e estigmasterol. A Tabela 2 traz algumas informações quanto a estes 

compostos. 

 

Tabela 2. Alguns esteróis comumente utilizados para a determinação de 

contaminação e presentes no meio ambiente e que serão objetos de 

estudos no presente trabalho. 

 

NOME 
Formula 

Molecular 
Estrutura 

Massa 

Molar 

(g 

mol-1) 

Colesterol 

5-Cholesten-3β-ol 

  

C27H46O 

 

386.65 

Coprostanol 

5β-Cholestan-3β-

ol 

C27H48O 

 

388.67 
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Colestanol 

5α-Cholestan-3β-

ol 

 

 

C27H48O 

 

388.67 

Estigmasterol 

3β-Hydroxy-

24-ethyl-5,22-

cholestadiene 

 

 

 

 

C29H48O 

 

412.69 

 

O coprostanol, como citado anteriormente, é apenas produzido no 

intestino de mamíferos superiores, o que faz dele um excelente 

biomarcador, pois apresenta uma origem biológica inequívoca. Os 

demais esteróis escolhidos podem vir de diferentes fontes. O colesterol 

além de ser oriundo de animais também pode ser encontrado em plantas; 

o colestanol pode se originar da redução de esteróis insaturados sob 

condições anaeróbicas ou também vir diretamente de algas. O 

estigmasterol é considerado um fitoesterol, ocorre naturalmente, sendo 

encontrado diretamente em diversas espécies de plantas (KILLOPS; 

KILLOPS, 2005). 

 

 

1.3.1 Determinação de Esteróis 

 

Gorduras e óleos são tradicionalmente extraídos de sua matriz 

usando extração por Soxhlet. O método envolve uma percolação 
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interativa de vapores condensados de um solvente em ebulição. A 

extração com Soxhlet, apesar de simples, é demorada (longas horas de 

extração),  utiliza grandes volumes de solventes orgânicos e são 

necessárias etapas de evaporação e concentração após a extração 

(Chemat et al., 2017). 

Dos métodos descritos na literatura, grande parte inclui 

extrações de no mínimo 24 horas em Soxhlet seguido de uma coluna de 

fracionamento para o clean up do extrato orgânico e posterior 

derivatização (Birk et al., 2012; Carreira et al., 2015; Cordeiro, Carreira 

e Wagener, 2008; Hughes e Thompson, 2004). Outros métodos ainda 

incluem uma etapa de saponificação (Chan et al., 1998; Hudson, Parrish 

e Helleur, 2001). Um método por sonicação seguido de uma coluna de 

fracionamento foi proposto por Dachs et al. (1999). Em trabalhos mais 

recentes diversos pesquisadores já descreveram  métodos de extração 

com líquido pressurizado, (Battistel et al., 2015; Beck, Totsche e Kögel-

Knabner, 2008; Li et al., 2007; Osman e Saim, 2013). Um método que 

utilizou um sistema de micro-ondas foi descrito por Bataglion et al. 

2016.  

Os métodos descritos na literatura, em grande parte utilizam 

expressivas quantidades de solvente e tempos de extração extremamente 

longos. Tais procedimentos vão em sentido oposto aos métodos 

analíticos atuais que procuram diminuir o tempo do preparo de amostra 

e reduzir ou eliminar por completo o uso de solventes orgânicos. A 

tabela 3 traz um compilado de desenvolvimento e aplicação de métodos 

para a determinação de esteróis em sedimentos. 

 

Tabela 3. Publicações com desenvolvimento e/ou aplicação de 

metodologias de determinações de esteróis , especificando método de 

extração e detecção. 

 

Autor/ Ano  Extração  Detecção 

Sherwin et al.1993 Soxhlet GC-MS 

Choi et al. 1996 Soxhlet GC- MS 

Chan et al. 1997 Soxhlet GC- FID 

Dachs et al. 1999 UAE GC- MS 

Hudson et al. 2001 Soxhlet GC- MS 

Carreira et al. 2004 Soxhlet  GC-MS 

Hughes et al. 2004 Soxhlet GC-MS 
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Li et al. 2007 PLE GC- MS 

Beck et al. 2008 PLE GC- MS 

Cordeiro et al. 2008 Soxhlet GC- MS 

Birk et al. 2012 Soxhlet GC-MS 

Matíc et al. 2014 UAE GC-MS 

Battistel et al. 2015 PLE GC- MS 

Carreira et al. 2015 Soxhlet GC- MS 

 

 

1.4 QUÍMICA ANALÍTICA VERDE 

 

Devido ao fato de a análise de amostras ambientais , em certos 

casos, gerarem grande quantidade de resíduos e causarem impactos no 

meio ambiente e às vezes, até mesmo, gerarem resíduos mais tóxicos 

que as espécies que estão sendo determinadas, as metodologias 

analíticas começaram a ser questionadas em certos aspectos como a 

segurança do operador e o impacto que a análise poderiam trazer ao 

meio ambiente. Com isso surge a Química Analítica Verde (QAV) que 

aparece em  busca de tratamento e diminuição dos  resíduos gerados e a 

substituição de metodologias poluentes por mais limpas (Armenta, 

Garrigues e la Guardia, de, 2008; Gron, 2009).Tobiszewski et al. 2010  

dissertaram sob os pilares da QAV e em que etapas da marcha analítica 

elas podem ser aplicadas, como por exemplo na amostragem, no preparo 

de amostra e no tipo de análise a ser realizada. Em  uma publicação de  

Gałuszkaet al. 2013 sugeriram o que seriam os 12 princípios da QAV:  

 

1. Técnicas analíticas diretas devem ser aplicadas para evitar o 

tratamento da amostra; 

2. Menor quantidade e número de amostras; 

3. Medições in situ devem ser realizadas; 

4. A integração de processos analíticos e operações que 

economizem energia e reduzam o uso de reagentes; 

5. Métodos automatizados e miniaturizados devem ser 

selecionados; 

6. Derivatização deve ser evitada; 

7. A geração de um grande volume de resíduos deve ser evitada 

e a gestão adequada dos resíduos deve ser fornecida; 
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8. Métodos multi-analitos ou multi-parâmetros são preferidos 

versus métodos que analisem um analito de cada vez; 

9. O uso de energia deve ser minimizado; 

10. Os reagentes obtidos a partir de fontes renováveis devem ser 

preferidos; 

11. Os reagentes tóxicos devem ser eliminados ou substituídos; 

12. A segurança do operador deve ser aumentada. 

 

Apesar de não se aplicarem a todas as metodologias esses  

princípios, sempre que possível, devem ser utilizados para diminuir o 

impacto no meio ambiente. 

 

 

1.4.1 Extração Assistida por Ultrassom (UAE) 

 

O ultrassom é uma tecnologia chave para atingir o objetivo da 

química verde de realizar uma extração sustentável. A técnica de 

ultrassom é bem conhecida por ter um efeito significativo no tempo de 

vários processos na indústria química e de alimentos. No geral, vários 

mecanismos têm sido identificados como atuantes na extração assistida 

por ultrassom: cavitação, fragmentação, erosão, efeito sonoro-capilar, 

sonoporação, estresse de cisalhamento local e destruição-

detexturação(Chemat et al., 2017).  

O banho ultrassônico é o tipo de dispositivo ultrassônico mais 

conhecido que consiste geralmente num tanque de aço inoxidável com 

um ou mais transdutores ultrassônicos. Banhos geralmente operam a 

uma frequência de cerca de 40 kHz e podem ser equipados com controle 

de temperatura(Chemat et al., 2017). A aplicação de ultrassom em 

amostras de sedimento já foi descrita em diversos estudos tais como 

Dachs et al. (1999) e em trabalhos do grupo como  Frena et al. (2016). 

A UAE é uma técnica limpa que evita o uso de grandes 

quantidades de solventes. As vantagens da UAE são claras em termos de 

energia e tempo gastos. Sendo assim, ela se tornaútil em laboratório 

quando é aplicada a métodos de extração ambientalmente amigáveis 

(Chemat et al., 2017). 
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1.4.2 Extração em Ponteiras Descartáveis (DPX) 

 

A técnica DPX (extração em ponteiras descartáveis) surgiu 

como uma técnica de extração mais limpa em relação às clássicas de 

análise. Pode ser incluída entre as técnicas de preparo de amostras 

consideradas ambientalmente amigáveis devido a sua reduzida 

quantidade de solvente utilizado (Figura 3). Ela é considerada uma 

extração em fase sólida dispersiva, pois consiste de uma ponteira com 

dois filtros, um inferior e outro superior, recheada com um material 

sorvente (fase extratora). A técnica consiste na aspiração da amostra e 

uma quantidade de ar. A aspiração do ar faz com que ocorra dispersão 

do material sorvente favorecendo um rápido equilíbrio de sorção dos 

analitos (Pinto e Queiroz, 2015).  

 

Figura 3.Estrutura de uma ponteira DPX. 

 
Fonte: Autoria Própria. 

 

Diversos materiais podem ser empregados na constituição do 

material sorvente. Alguns exemplos de ponteiras comercialmente 
disponíveis são DPX-RP, que possui estireno divinil benzeno como 

material sorvente, e a DPX-WAX, que apresenta grupos poliaminos. 

Também estão comercialmente disponíveis ponteiras vazias, sendo 
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possível sintetizar materiais que favoreçam a interação com o analito de 

interesse(Pinto e Queiroz, 2015). 

O uso das ponteiras descartáveis constitui de vários ciclos de 

aspiração e dessorção, onde diferentes soluções são aspiradas e depois 

expelidas. Normalmente a primeira etapa realizada é o condicionamento 

do material sorvente, na qual são usados solventes orgânicos ou até 

água. A necessidade de uma etapa de condicionamento e o número de 

ciclos (aspirar e expelir) irá depender do material sorvente utilizado na 

ponteira.  

Em seguida é realizada a etapa de extração, na qual a amostra 

que contem os analitos de interesse é aspirada e expelida . Nessa etapa 

ocorre a dispersão do material sorvente na amostra, ocorrendo então a 

extração dos analitos que ficarão adsorvidos no material sorvente. O 

número de ciclos pode ser otimizado até se encontrar a saturação do 

material sorvente.  

Após a extração, pode ser realizada uma etapa de limpeza, com 

solventes específicos, para retirar os analitos que ficaram adsorvidos, 

mas que não são de interesse, ou poderiam atrapalhar a análise. Em 

alguns casos logo após a etapa de extração é realizada a dessorção dos 

analitos de interesse. Um solvente ou uma mistura de solventes com o 

qual os analitos tem mais afinidade do que com a fase extratora, é 

aspirado e expelido para que ocorra a dessorção do material. O número 

de ciclos e o tempo desses ciclos são parâmetros a serem otimizados. Na 

Figura 4 é apresentado um esquema do processo da DPX com uma etapa 

de condicionamento e cinco ciclos de extração. 

 

 

Figura 4. (a) Etapas envolvidas no processo da extração por ponteiras 

descartáveis; (b) processo de aspiração e liberação na ponteira. 

 

 
Fonte: Autoria própria. 
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O uso de DPX em amostras de sedimento e ou solo foi descrito 

por Fernandes et al. (2012) para a determinação de pesticidas. Porém, 

naquele trabalho, ela foi aplicada no extrato após a extração pelo método 

QuEChERS, sendo utilizada nos processos de pré-concentração e 

limpeza do extrato. 

Tendo em vista que a fração orgânica é rica em lipídios e que 

podem interferir na determinação dos esteróis, no presente trabalho a 

ponteira foi recheada com sílica e utilizada com o extrato dos 

sedimentos no processo de limpeza e pré-concentração dos analitos. 

Esse processo foi visto como uma possível miniaturização da etapa da 

coluna de fracionamento comumente utilizadas em análises ambientais 

para separação de diferentes frações de interesse. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

Desenvolvimento de uma metodologia analítica para a 

determinação de contaminantes fecais em amostras de sedimentos 

utilizando extração assistida por ultrassom (UAE) e em ponteiras 

descartáveis (DPX) recheadas com sílica com detecção por GC-MS. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Otimização da composição da mistura de solventes 

utilizada na etapa da UAE. 

• Otimizações da massa de sílica; do tempo e número de 

ciclos de extração; do tipo de solvente, tempo e número 

de ciclos de dessorção da DPX. 

• Obter os parâmetros analíticos de mérito (linearidade, 

precisão, limite de detecção, limite de quantificação, 

exatidão e robustez) para validar a metodologia 

proposta. 

• Aplicação da metodologia em amostras reais de 

sedimentos.
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 INSTRUMENTAÇÃO 

 

Um banho ultrassônico Eco-Sonics (modelo Q3.0/40 de 

frequência 40kHz) foi utilizado para a UAE. Para o processo de 

otimização foi utilizado um cromatógrafo a gás  modelo GC 2014 

(Shimadzu, Kyoto, Japão), equipado com detector FID e injetor 

split/splitless, utilizando o software GC Solution para aquisição e 

tratamento dos dados.  Para a separação foi usado uma coluna capilar 

DB-5MS (30m x 0,25 mm x 0,25 µm) composta de 95% de 

polidimetilsiloxano e 5% de fenila (Agilent J&W GC Columns, Santa 

Clara, CA, USA). Como gás de arraste empregou-se gás hidrogênio 

ultra puro (99,995%) em fluxo de 1 mL min-1 Para a realização das 

curvas de quantificação e análise de amostras reais foi usado um 

cromatógrafo a gás acoplado a um espectrômetro de massas modelo GC-

MS-QP 2010 Plus (Shimadzu, Kyoto, Japão). A separação foi feita 

numa coluna capilar (Torrance, CA, USA) modelo Rtx®-5MS (30 m x 

0.25 mm x 0.25 μm de espessura de filme de fase estacionária). Hélio 

ultrapuro foi usado como gás de arraste numa vazão constante 1mL min-

1. 

     A separação foi feita com a injeção de um 1µL no modo splitless, 

com a temperatura do injetor em 290ºC. A temperatura inicial da coluna 

foi de 180 ºC, (mantido por 1 min) aumentando  a uma taxa de 40 

ºC/min até 280 º C (mantida por 2 min)  e por fim aquecida a uma taxa 

de 1 º C / min até 300 º C (mantida  por 2 min).  

      A temperatura  do detector no GC- FID , utilizado nas otimizações, 

foi de 300ºC . No GC-MS temperatura da fonte de íons foi de 250 ºC, e 

a da linha de transferência 290 º C. O espectrômetro de massa foi 

operado no modo de ionização por elétrons( EI) a 70 eV. A análise  foi 

realizada em modo de monitoramento seletivo de íons (SIM) em duas 

janelas, a primeira de 10 a 14,10 min em que os íons selecionados foram 

m/z: 43, 55, 57, 81, 95, 107, 215, 233. Para a segunda janela entre 14,10 

a 19 min os íons selecionados foram m/z: 55, 69, 81, 83, 412. Para a 

quantificação foram escolhidos para o coprostanol e para o colestanol o 
fragmento m/z 215, para o colesterol o fragmento m/z 107 e para o 

estigmasterol o fragmento m/z 55. 
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3.2 MATERIAIS E REAGENTES 

 

Foram preparadas soluções estoque (2500 µg ml-1)   dos padrões 

analíticos (colesterol, coprostanol, colestanol e estigmasterol) obtidos da 

Sigma-Aldrich. Os solventes orgânicos hexano, diclorometano, 

acetonitrila e acetato de etila  utilizados na extração e no preparo de 

padrões foram de grau HPLC adquiridos da Tedia (Rio de Janeiro, RJ, 

Brasil). As ponteiras DPX foram adquiridas da DPX Technologies ® 

sem nenhum material sorvente no interior. 

 A vidraria utilizada foi deixada de molho em Extran (Merck, Rio de 

Janeiro, Brasil)  5% e calcinada a 400°C por 4 horas antes de ser 

utilizada. A sílica utilizada foi a gel 60 para cromatografia em coluna 

0,063-0,2 mm / 70-230 mesh ASTM da marca Macherey- Nagel,  

ativada em mufla a 240°C durante 2 horas e mantida em estufa a 70°C. 

 

3.3 PROCEDIMENTOS 

 

3.3.1 Limpeza, Fortificação e Extração 

 

         Os sedimentos usados como matriz foram oriundos de amostras 

coletadas por empresas de indústria petrolífera e passaram por processos 

de limpeza . Os sedimentos eram colocados em banho ultrassônico com 

uma solução diclorometano:metanol (2:1) durante 30 minutos, o 

sobrenadante era descartado e o procedimento realizado quatro vezes.   

Para o processo de fortificação dos sedimentos,  diferentes 

quantidades de padrão de 1 µg ml-1 dos compostos foram adicionados ao 

sedimento já limpo. O mesmo foi coberto por solvente e mantido sob 

agitação magnética por duas horas. Após a agitação o frasco foi mantido 

fechado por 24 horas para a melhor interação dos analitos com o 

sedimento e em seguida o frasco foi aberto até a evaporação total do 

solvente. 

         Para as extrações realizadas no ultrassom foram pesados 1 g de 

sedimento em um frasco de 20 mL e adicionados 3 mL de solvente 

orgânico (a ser otimizado). O frasco ficou em banho ultrassônico por 30 

min e em seguida centrifugado para a decantação do sedimento. O 

sobrenadante foi retirado e o procedimento  realizado em triplicata. O 

extrato total foi evaporado e ressuspendido em hexano de acordo com o 

volume necessário decorrente dos ciclos de extração da DPX.  
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        O extrato foi dividido em alíquotas (de acordo com o número de 

ciclos de extração da DPX) de 700 μL. A pipeta era avolumada para 1,0 

mL e a ponteira recheada com sílica (massa a ser otimizada), passava 

por uma etapa de condicionamento com 700 μL hexano e em seguida 

pelos ciclos de extração (número e tempo dos ciclos a serem 

otimizados). Em sequência a pipeta era colocada em 400 μL, e 200 μL 

do solvente otimizado eram utilizados na etapa de dessorção (ciclos e 

tempo foram otimizados). A diferença de volume entre a pipeta e o 

volume aspirado serve para garantir que ocorra a entrada de ar e a fase 

extratora se disperse  no extrato/ solvente de dessorção. 

 

Figura 5. Esquema de fortificação do sedimento. (a) escolha da 

quantidade a ser fortificada; (b) adição do padrão e solvente necessário 

para a cobertura e agitação; (c) frasco mantido fechado para a interação 

dos analitos com o sedimento; (d) abertura do frasco para evaporação do 

solvente; (e) acondicionamento do sedimento fortificado. 

 

 
Fonte: Autoria Própria 

 

3.3.2 Etapas de Otimização 

 

3.3.2.1 Solvente de Extração da UAE 

 

Os solventes selecionados foram acetato de etila (Ac.Etila), 

acetonitrila(ACN) e diclorometano (DCM). O planejamento foi 

realizado com 6 experimentos com um ponto central realizado em 

triplicata, gerando um total de 9 experimentos. Com os resultados 

foi elaborada a construção de uma superfície ternária simplex 

lattice em função das proporções dos solventes e a média 

geométrica das áreas correspondentes às respostas dos padrões.  As 
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proporções dos solventes em cada experimento se encontram 

resumidas na Tabela 3.  

 

Tabela 4. Planejamento da superfície ternária para a avaliação do 

melhor solvente para a extração assistida por ultrassom. 

 

Experimentos\ 

Solventes 

Ac. 

Etila 

ACN DCM 

1 1 0 0 

2 0 1 0 

3 0 0 1 

4 0,5 0,5 0 

5 0,5 0 0,5 

6 0 0,5 0,5 

7 0,33333 0,33333 0,33333 

8 0,33333 0,33333 0,33333 

9 0,33333 0,33333 0,33333 

 

Para esta otimização 1 g de sedimento foi adicionado a um 

frasco juntamente com 3 mL de solvente. O frasco foi submetido a 

30 min de banho ultrassônico e depois centrifugado. O 

sobrenadante foi retirado com uma pipeta de Pasteur. O 

procedimento foi realizado em triplicada. O extrato foi evaporado e 

ressuspendido com 3,5 mL de hexano e depois aplicado ao método 

DPX com a ponteir recheada com 40 mg de sílica , o procedimento 

foi realizado com 5 ciclos de extração de 30 s e 3 ciclos de 

dessorção de 30 s. Uma solução de DCM:MeOH (3:1) foi usada 

como solvente de dessorção. 

 

 

3.3.2.2 Otimização da DPX 

 

Foi preparada uma solução com a mistura dos padrões 

analíticos de coprostanol, colesterol, colestanol e estigmasterol na 
concentração de 1µg ml-1. Essa solução foi utilizada em todos os 

procedimentos de otimização da DPX. 

O planejamento  composto central (PCC) foi utilizado para a 

otimização das variáveis de extração. A massa de sílica foi variada 
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entre 20 e 60 mg, o número de ciclos entre 1 e 5 e o tempo de cada 

ciclo de 10 a 50 s. Utilizando o programa STATISTICA 8 gerou-se 

os experimentos conforme apresentados na Tabela 4. Foram 

fixadas as variáveis de dessorção em 3 ciclos de dessorção de 30 s 

e o solvente de dessorção foi uma solução de DCM:MeOH (3:1). 

 

Tabela 5. Planejamento  composto central para a avaliação da de etapa 

de extração da DPX. 

 

Exp.\Variáveis Massa (mg) Ciclos Tempo(s) 

1 30 2 20 

2 30 4 40 

3 50 2 40 

4 50 4 20 

5 40 3 30 

6 30 2 40 

7 30 4 20 

8 50 2 20 

9 50 4 40 

10 40 3 30 

11 20 3 30 

12 60 3 30 

13 40 1 30 

14 40 5 30 

15 40 3 10 

16 40 3 50 

17 40 3 30 

 

Para a dessorção foi utilizado o planejamento Doehlert de duas 

variáveis. Nos experimentos foram variados o tempo (10 – 30 

segundos) e o número de ciclos de dessorção (1 – 5). O 

planejamento se encontra na Tabela 5. Os parâmetros de extração 

foram utilizados de acordo com os resultados obtidos no PCC. 
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Tabela 6. Planejamento Doehlert para a dessorção. 

 

Exp.\Variáveis TEMPO (s) CICLOS 

1 30 2 

2 30 4 

3 20 1 

4 20 5 

5 10 2 

6 10 4 

7 20 3 

8 20 3 

9 20 3 

 

O solvente usado para a dessorção também foi avaliado por 

meio de uma superfície ternária simplex lattice, onde os 

experimentos foram realizados com diferentes proporções de 

solvente (Tabela 6). Os solventes utilizados foram Ac. Etila, 

MeOH e ACN. As condições de extração e dessorção foram de 

acordo com as otimizações anteriores. 

 

Tabela 7. Planejamento do solvente de dessorção. 

Experimentos\ Solventes Ac. 

Etila 

ACN MeOH 

1 1 0 0 

2 0 1 0 

3 0 0 1 

4 0,5 0,5 0 

5 0,5 0 0,5 

6 0 0,5 0,5 

7 0,33333 0,33333 0,33333 

8 0,33333 0,33333 0,33333 

9 0,33333 0,33333 0,33333 
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3.3.3 Validação da Metodologia 

 

3.3.3.1 Curva Analítica 

 

Segundo o procedimento de fortificação descrito, foram 

fortificados sedimentos nas concentrações de 10 ng g-1, 25 ng g-1, 50 ng 

g-1, 100 ng g-1, 200 ng g-1, 250 ng g-1, 500 ng g-1, 625 ng g-1, 750 ng g-1, 

1000 ng g-1 e 1250 ng g-1. Esses foram extraídos em quadruplicata 

segundo as condições previamente otimizadas e analisados por GC-MS. 

As figuras analíticas de mérito foram obtidas através da curva de 

calibração na matriz. Os limites de quantificação (LOQ) foram definidos 

como o primeiro ponto da faixa linear da curva e os limites de detecção 

(LOD) foram definidos como o LOQ dividido por 3,3. 

Os mesmos sedimentos utilizados para a curva analítica, extraídos 

de maneira otimizada, foram utilizados nos ensaios de precisão e 

exatidão por meio da recuperação das amostras fortificadas com as 

concentrações de 250, 750 e 1000 ng g-1. Os valores das áreas obtidos a 

partir dos cromatogramas foram aplicados nas respectivas equações da 

reta para cada analito. Valores de recuperação entre 60 e 115% foram 

considerados aceitáveis seguindo as recomendações da AOAC (AOAC, 

2012). 

Para a precisão foram realizados ensaios intradia e interdia, todos 

eles em triplicata. Os valores foram considerados aceitáveis para desvio 

padrão relativo de até 20%. 

 

 

3.3.3.2 ROBUSTEZ 

 

Para a determinação da robustez foi realizado o teste de 

Youden. Sete parâmetros (Tabela 7) foram analisados em dois níveis, 

alto (+) e baixo (-). Foram tomados como normais os fatores 

previamente otimizados e usados no método.  O planejamento foi feito 

de acordo com Placket e Burman que gerou um total de 8 experimentos 

apresentados na Tabela 8 . O método de Lenth foi aplicado para avaliar 

os principais efeitos das variáveis. 
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Tabela 8. Variações dos parâmetros utilizados no teste de robustez. 

 

 

Tabela 9. Planejamento dos experimentos de robustez segundo 

Placket e Burman. 

 

  

 

 

 

 

 

  Parâmetro Método (-) (+)  
Massa de Sílica (mg) 50 48 52 

B Massa de Solo (g) 1 0,9 1,1 

C Tempo de Extração(s) 10 9 11 

D Tempo de Dessorção (s) 20 18 22 

E Temperatura do Injetor (°C) 290 288 292 

F Tempo de Ultrassom (min) 30 28 32 

G Volume de Injeção (µL) 1 0,9 1,1 

Parâmetro/ 

Experimento 

1 2 3 4 5 6 7 8 

Massa de 

Sílica (mg) 

52 52 52 52 48 48 48 48 

Massa de 

Solo (g) 

1,1 1,1 0,9 0,9 1,1 1,1 0,9 0,9 

Tempo de 

Extração 

DPX (s) 

11 9 11 9 11 9 11 9 

Tempo de 

Dessorção (s) 

22 22 18 18 18 18 22 22 

Temperatura 

do Injetor 

(°C) 

292 288 292 288 288 292 288 292 

Tempo de 

Ultrassom 

(min) 

32 28 28 32 32 28 28 32 

Volume de 

Injeção ( µL) 

1,1 0,9 0,9 1,1 0,9 1,1 1,1 0,9 
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3.3.4 Aplicação do Método 

 

O método foi aplicado a amostras coletadas em Laguna, Santa 

Catarina, na Praia do Mar Grosso próximo ao emissário submarino da 

CASAN. A amostragem de 32 pontos foi realizada em março de 2018. 

O objetivo da determinação dos esteróis é avaliar a resposta das 

associações bênticas, meiofauna e macrofauna, à disposição oceânica de 

esgoto sanitário pelo emissário submarino. Dentre os pontos recebidos 

seis foram escolhidos ao acaso para a aplicação do método: pontos 2, 

10,14,15,16 e 17. A Figura 6 mostra a localização dos pontos de coleta 

das amostras. 

As amostras foram liofilizadas e passaram pelo processo de 

extração em ultrassom e DPX já validados. 

 

Figura 6. Amostragem concêntrica ao redor do emissário realizada na 

Praia do Mar Grosso em Laguna- SC. 

 

 
 

Fonte: Cedida por Thábata Fernandes Cândido 
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4 RESULTADOS. 

A fim de verificar a presença de interferentes na matriz 

(sedimento) foi  realizado  o processo de extração descrito no item 3.3.1 

. Não foram detectados interferentes que poderiam atrapalhar na análise 

dos esteróis, então, o mesmo foi utilizado para os demais processos.  

A fortificação do sedimento foi avaliada pelo procedimento de 

fortificação na concentração de 1000 ng g-1 e em seguida pelo 

procedimento de extração. Verificou-se também a separação dos 

analitos no programa de temperatura realizado. Na Figura 7 encontra-se 

o cromatograma do branco (linha vermelha) e da fortificação ( linha 

preta) com a identificação de cada analito. 

 

 

Figura 7. Cromatograma obtido para o branco e para fortificação da 

matriz pela injeção de 1uL na concentração de 1000 ng g-1. Analitos: (1) 

coprostanol; (2) colesterol; (3) colestanol; (4) estigmasterol 
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        O processo de fortificação de sedimentos já foi questionado quanto 

a sua veracidade perante ao processo que realmente ocorre em 

ambientes aquáticos. Zhou e Liu(2000) demonstraram que o equilíbrio 

entre a fase aquosa e as partículas de sedimentos para o dietilhexilftalato 

ocorre entre 6-16 horas , mostrando que o processo de adsorção das 

moléculas orgânicas hidrofóbicas já estaria completo nesse período. 

Portanto o período de 24 horas usado para a fortificação demonstra-se o 

suficiente para que as interações ocorram. 

 

 

4.1 SOLVENTE DE EXTRAÇÃO DA UAE 

 

A escolha dos solventes se deu de acordo com os solventes 

normalmente utilizados em extrações dos esteróis. Havendo a limitação 

da impossibilidade da utilização de solventes próticos devido ao fato 

deles desativarem a sílica previamente ativada. Nesse caso utilizaram-se 

solventes que possuíam forças cromatográficas semelhantes. 

A superfície ternária correspondente à otimização realizada 

mostrou que a melhor resposta foi obtida com o diclorometano puro 

(Figura 8 ). A superfície que seguiu o modelo quadrático gerou um 

coeficiente de determinação (R²) de 0,9086.  

O DCM, o solvente menos polar, que apareceu como melhor 

solvente de extração, pode ser justificado pela baixa polaridade dos 

esteróis, que, devido às grandes cadeias hidrocarbônicas presentes 

diminuem a polaridade da molécula.  
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Figura 8. Superfície ternária para o solvente de extração da UAE 

(fortificação 1μg g-1; condições da DPX: 40 mg de sílica, 3 ciclos de 

extração de 30 s, 1 ciclo de dessorção de 30 s e solução Ac. Etila : 

MeOH 3:1 (v/v) usada na dessorção), 

 

Fitted Surface; Variable: MG

DV: MG; R-sqr=,9086; Adj:,68

Model: Quadratic
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4.2 VARIÁVEIS DE EXTRAÇÃO DA DPX 

 

As respostas obtidas no planejamento do composto central, que 

levou em consideração o tempo, o número de ciclos e a massa de sílica, 

gerou as superfícies de respostas mostradas na Figura 9. Obteve-se um 

R² de 0,95626 para as superfícies. 
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Figura 9. Superfícies de respostas: (a) ciclos x massa, (b)  tempo x massa e (c)tempo x ciclos (Fortificação 1μg g-1 , 

solvente de dessorção Ac Etila:ACN 3:2(v/v), 1 ciclo de dessorção de 30 segundos), 
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O melhor resultado obtido para a massa foi de 50 mg de sílica. Na 

superfície apresentada na Figura 6a  o valor de 60 mg apresentou bons 

resultados, porém, ao ser adicionado volume de solvente  utilizado para 

a dessorção (200 µL) percebeu-se que o recobrimento da sílica não se 

completava e não ocorria uma dispersão da sílica no solvente, sendo 

assim a massa de 50 mg se mostrou mais adequada.  

Os ciclos de extração mostraram-se numa razão crescente de 

acordo com o número de ciclos. Cinco ciclos foram escolhidos por uma 

melhor frequência analítica e foram obtidas respostas satisfatórias. 

A resposta analítica não foi afetada pelos diferentes tempos de 

extração, como visto na Figura 6, principalmente no diagrama C, no 

qual é possível observar que a variação do tempo não afetou na resposta. 

Escolheu-se então o tempo de 10 s, que se mostrou o tempo necessário 

para a dispersão da solução na sílica e a extração dos compostos. Outros 

trabalhos já publicados mostram que o tempo de extração não afeta a 

resposta analítica. Em alguns casos como descrito por Mafra et al. 2018 

e Scheidweiler et al. 2016 um valor mínimo de tempo foi fixado, 

enquanto em outros casos como Chaves et al. 2015 e Guan et al. 2010 o 

tempo nem foi levado em consideração e apenas foram contados o 

número de ciclos.  

A etapa mais importante possivelmente é a dispersão da sílica na 

amostra, onde o ar entra e faz com que ocorra essa mistura, o que acaba 

fazendo com que o tempo de contato da sílica e da amostra não seja 

determinante. 

 

4.3 VARIÁVEIS DE DESSORÇÃO 

 

A otimização do número de ciclos e tempo de dessorção obtidos por 

meio do planejamento Dohlert gerou uma superfície com um R² de 

0,81568 (Figura 7).  
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Figura 10. Superfície gerada na otimização de número de ciclos e tempo de dessorção. (fortificação 1μg g-1;50 mg 

de sílica; 5 ciclos de extração de 10 s, solvente de dessorção Ac Etila:ACN 3:2[v/v]). 
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       Como visto na superfície as melhores respostas foram obtidas no 

tempo de 20 s e com 2 ciclos de dessorção. Quanto maior o número de 

ciclos era foi possível observar que ocorria um maior espalhamento da 

sílica na ponteira, que permanecia aderida à superfície da ponteira onde 

o solvente não recobria, causando assim, uma perda na resposta obtida.          

      O solvente de dessorção otimizado obtido por meio da superfície 

ternária (Figura 11), foi uma mistura com 60% de acetato de etila e 40% 

de acetonitrila. O R² obtido para a superfície foi de 0,9887.  

 

 

 

Figura 11. Superfície ternária dos solventes de dessorção.(fortificação 

1μg g-1;40 mg de sílica; 3 ciclos de extração de 30 s, 1 ciclo de 

dessorção de 30 segundos) 

 

      A combinação de solventes Ac.etila e ACN, se mostrou forte o 

suficiente para desfazer as interações dos compostos com a sílica, e 

fazer com que eles fossem liberados no solvente de dessorção. 

Utilizando uma tabela de força cromatográfica dos solventes em relação 

à sílica, é possível verificar que a força da mistura se aproxima muito do 

valor da mistura de solvente que normalmente é usada em colunas de 

separação (Ac. etila: MeOH (3:1)) para separar a fração dos esteróis. 

      O uso de solventes não tão polares pode favorecer a separação dos 

esteróis de ácidos graxos, compostos que geralmente coeluem em 

análises cromatográficas de extratos orgânicos de sedimentos.  

Fitted Surface; Variable: Média Geom.

DV: Média Geom.; R-sqr=,9887; Adj:,97
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4.4  PARÂMETROS ANALÍTICOS DE MÉRITO 

 

Com o método otimizado e aplicado para a construção da curva 

analítica os parâmetros analíticos de mérito foram determinados e estão 

apresentados na Tabela 10. A faixa linear variou de 25μg kg-1 a 1000 μg 

kg-1 com LOD entre 7,6 μg kg-1 e 75,8 μg kg-1 e LOQ de 25 a 250 μg kg-

1. Os coeficientes de correlação variaram entre 0,9908 e 0,9983.  

Os resultados de exatidão e precisão são apresentados na Tabela 

11. Os ensaios de recuperação mostraram resultados variando entre 78% 

e 114%. Considerando que a calibração e a recuperação foram feitas 

diretamente na matriz, os resultados obtidos foram satisfatórios e de 

acordo com os encontrados na literatura.  A precisão intradia variou 

entre 0,5 e 10% e a precisão intradia entre 2 e 16% . 
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Tabela 10. Parâmetros analíticos de mérito 

Analitos 

LOD 

(μg kg-1) 
 

LOQ 

(μg kg-1) 
 

Faixa Linear 

de Trabalho 

(μg kg-1) 
 

R2 Equação da Reta 

Coprostanol 75,8 250 250-1000 0,9938 y = 104,18x – 25170 

Colesterol 7,6 25 25-1000 0,9908 y = 164,25x + 12400 

Colestanol 75,8 250 250-1000 0,9938 y = 412,72x – 101868 

Estigmasterol 75,8 250 250-1000 0,9983 y = 201,1x – 38315 
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Tabela 11. Ensaios de Exatidão e Precisão. 

Analito Fortificação 

(μg kg-1) 
 

Recuperação 

Relativa (%) 

Precisão 

Intradia(%) 

(n = 3) 

Precisão 

Interdia(%) 

(n=9) 

Coprostanol 250 

750 

1000 

114 

81 

101 

1 

2 

10 

2 

11 

7 

Colesterol 250 

750 

1000 

78 

105 

96 

2,5 

1 

6 

2 

16 

10 

Colestanol 250 

750 

1000 

114 

79 

100 

2 

0,5 

9 

9 

15 

16 

Estigmasterol 250 

750 

1000 

108 

95 

107 

4 

4 

9 

2 

5 

11 
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Os valores de recuperação entre 78 e 114% estão de acordo com 

os encontrados em trabalhos publicados mais recentemente nos quais os 

percentuais de recuperação para sedimentos variaram de 45 a 

130%(González-Gaya et al., 2018; Santos, Santos e Andrade,  2018; 

Wang et al., 2018; Zhao et al., 2018) 

 

 

4.5 ROBUSTEZ 

 

Os ensaios de robustez geraram os gráficos de Lenth (Figura 12 ) 

e Daniel (Figura 13).  Pelo gráfico de Lenth é possível ver que os 

sete fatores analisados ficaram abaixo do erro marginal (ME) e do 

erro marginal simultâneo (SME).  

 

Figura 12. Gráfico de Lenth 

 
 

O erro marginal é levado em consideração quando só um fator 

está sendo analisado, se usado como parâmetro quando mais de um 

está em análise, esse pode dar um resultado falso positivo. Como 

foram realizados testes com sete fatores utilizou-se o erro marginal 

simultâneo e o erro marginal juntos diminuindo a chance de 

resultados falso positivos e falso negativos. O teste t aplicado 
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mostrou que todos os valores calculados ficaram abaixo do t crítico 

comprovando que os resultados estão dentro do intervalo de 

confiança de 95% (Leonardi et al., 2015). 

 

 

Figura 13. Gráfico de Daniel 

 
 

O gráfico de Daniel é analisado através da linha imaginária que 

resulta dos valores obtidos dos sete fatores, quanto mais afastado 

os fatores da linha imaginária mais representativos eles são. A 

análise de ambos os gráficos demonstra que nenhum fator tem 

muito impacto sobre a resposta analítica mostrando que o método 

desenvolvido não apresenta variações significativas perante às 

pequenas alterações no método. 
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4.6 APLICAÇÃO DO MÉTODO 

 

O método aplicado mostrou a presença apenas de colesterol em 

quatro das seis amostras coletadas na região da Laguna. O tempo de 

retenção diferenciou um pouco do padrão, porém todas os fragmentos 

correspondentes ao colesterol se encontraram presentes (Figura 14). 

 

Figura 14.Cromatograma obtido por GC-MS para as amostras 

analisadas. 

 
 

A Tabela 11 traz os valores encontrados para cada amostra 

quantificada com os fragmentos citados em 3.1 .  

 

Tabela 12. Analitos presentes nas amostras coletadas. 

 

Amostra\ 

Analito 

Coprostanol Colesterol 

(μg kg-1) 

Colestanol Estigmasterol 

2 < LOD 46,5 < LOD < LOD 

10 < LOD <LOQ < LOD < LOD 

14 < LOD < LOD < LOD < LOD 

15 < LOD < LOD < LOD < LOD 

16 < LOD 30,3 < LOD < LOD 

17 < LOD 38,3 < LOD < LOD 
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4.7 COMPARAÇÃO COM MÉTODOS DA LITERATURA 

 

A tabela 13 traz, metodologias descritas na literatura para a 

determinação de esteróis. É possível verificar que essas metodologias 

são laboriosas e envolvem várias etapas. Destacam-se o tempo de 

extração e o volume de solventes dessas metodologias e , alguns casos, a 

presença da etapa de derivatização essas características refletem 

claramente as vantagens da metodologia desenvolvida. 

 

Tabela 13. Comparação entre trabalhos publicados o trabalho 

desenvolvido. 

 

Autor Extração  Etapas Derivatização Volume 

de 

Solvente 

(mL) 

Este 

Trabalho 

UAE 

(1h30min) 

2 NÃO 13,1 

Battistel 

et al. 

2015 

PLE 3 SIM 90 

Birk et al. 

2012 

Soxhlet 

(36h) 

>5 SIM 150 

Li et al. 

2007 

PLE (24h) 3 SIM 200 

Matíc et 

al. 2014 

UAE  3 NÃO 30 + 

HPLC 
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5 CONCLUSÃO 

A metodologia sugerida para identificação de contaminação fecal 

através da determinação do biomarcador fecal coprostanol, e os esteróis 

colesterol, colestanol e estigamsterol, mostrou-se válida. Foram obtidos 

limites de detecção e quantificação , que segundo a literatura existente, 

seriam o suficiente para determinar uma contaminação. A  metodologia 

mostra que a análise de sedimentos, normalmente consumidora de muito 

tempo e reagentes, pode ser feita de um a maneira mais “limpa”. 

Enquanto trabalhos descritos na literatura utilizam centenas de mililitros 

de solventes orgânicos e inúmeras etapas de preparo de amostra para 

cada análise feita, o que  inclui normalmente uma etapa de 

derivatização, este trabalho utiliza apenas 13,1 mL de solventes 

orgânicos, num tempo de preparo de amostra de aproximadamente 1 

hora e 30 minutos. Os valores de precisão e exatidão se mostraram 

equiparáveis às metodologias mais clássicas e o método, apesar de 

simples, se mostrou robusto, não sendo influenciado por pequenas 

alterações.  

As características da metodologia proposta fazem com que ela 

esteja de acordo com a tendência das metodologias atuais na química 

analítica: a miniaturização dos processos. A pequena quantidade de 

amostra necessária, o pequeno volume de solvente utilizado (se 

comparado a métodos de análise de sedimentos), o menor tempo do uso 

dos instrumentos, o menor tempo de contato do analista com a amostra e 

o fato de não existir uma etapa de derivatização fazem com que a 

metodologia se torne mais “verde”. 

Sendo assim, um método com limites de detecção e quantificação 

satisfatórios; boa precisão e exatidão; robusto e mais “limpo” foi 

proposto como uma boa opção para a determinação de esteróis em 

amostras de sedimentos. 
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