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RESUMO 
O micropoluente colesterol (CHOL) tem sido alvo de investigação devido a sua importância como traçador 
orgânico antropogênico, sendo considerado um composto tóxico e persistente ou bioacumulativo aos 
organismos aquáticos e/ou seres humanos. O objetivo do trabalho foi desenvolver uma metodologia analítica 
para determinar a ocorrência do micropoluente colesterol em águas superficiais. A metodologia analítica 
utilizada para concentração do CHOL foi por extração em fase sólida e sua posterior detecção e quantificação 
foi realizada através da técnica de cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG/MS) com a 
etapa prévia de derivatização. Foram realizadas coletas nos rios de maior representatividade no Estado do 
Ceará, sendo detectado em apenas um ponto de coleta. O colesterol foi quantificado na concentração de 1,175 
ppb, indicando a sua provável sedimentação. 
 
PALAVRAS-CHAVE: Micropoluente, Colesterol, Cromatografia Gasosa. 
 
 
INTRODUÇÃO 
O colesterol (CHOL) tem sido alvo de investigação devido a sua importância como traçador orgânico 
antropogênico, sendo considerada uma alternativa aos indicadores biológicos convencionais (ARAUJO et al., 
2011; MARTINS et al., 2008). A análise microbiológica convencional requer tempo hábil, devido à 
impossibilidade de longo período de armazenamento de amostras (ISOBE et al., 2002), tornando o 
desenvolvimento analítico de esteroides fecais uma interessante ferramenta para o monitoramento de 
contaminação por seres humanos. Quando comparados às bactérias, os esteroides são mais resistentes às 
alterações ambientais, como temperatura, salinidade e radiação solar (CHOU; LIU, 2004; DEVANE et al. 
2006). Diversos pesquisadores vêm realizando a detecção de CHOL em matrizes ambientais complexas, sendo 
um dos micropoluentes encontrado com maior frequência e em maior concentração (BECK; RADKE, 2006; 
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FOCAZIO et al., 2008; BICCHI et al., 2009; HUANG et al., 2010; MOLINER-MARTINEZ et al., 2010; 
SAHAR et al., 2011; HOPE et al., 2012). 
 
O colesterol pode ter sua origem no corpo humano tanto natural como antrópica, sendo precursor das três 
principais classes de hormônios, dentre eles os hormônios reprodutores, como a estrona e o estradiol. O 
colesterol é primeiro convertido em progesterona, que é então transformada em andrógenos (androstenediona e 
testosterona). Estes são então convertidos em estrógenos, dos quais o 17β- estradiol é o mais potente 
(ECKERT et al., 2008). 
 
O hormônio natural, colesterol, foi incluído na lista de poluentes prioritários do estado de Oregon (USA), 
sendo considerado um composto tóxico e persistente ou bioacumulativo aos organismos aquáticos e/ou seres 
humanos (HOPE et al., 2010). A ODEQ - Oregon Department of Environmental Quality (Departamento de 
Qualidade Ambiental de Oregon) estabeleceu o nível máximo de contaminação (trigger levels) em efluentes de 
sistema de tratamento de esgoto sanitário para poluentes orgânicos persistentes (POPs), sendo a concentração 
máxima permitida para o colesterol de 3 ng.L-1 (HOPE et al., 2012. Adicionalmente, o micropoluente 
apresenta um potencial de alterar a densidade populacional e estrutura de comunidades aquáticas. No entanto, 
a literatura científica é muito limitada quanto as pesquisas voltadas para a toxicidade do colesterol em 
organismos aquáticos (HASSETT, 2004).  
 
Devido à escassez de dados referentes à detecção em águas superficiais, a presente pesquisa buscou 
desenvolver uma metodologia para determinar a ocorrência do micropoluente colesterol em águas superficiais. 
 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
Características Físico-Químicas do Colesterol 
As características físico-químicas do CHOL são apresentadas na Tabela 1. 

Tabela 1. Características físico-químicas do colesterol 
Parâmetro Colesterol 

(CHOL) 

Fórmula Química C27H46O 

Peso molecular (g/mol) 386,66 

CAS-Number 57-88-5 

Solubilidade em água a 20ºC (mg/L) 0,0951 

Log Kow 8,741 

Pka NR1 

 
Estrutura Química 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
NR: Não relatado 
1SAHAR et al. (2011) 
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Descrição dos locais de coleta 
Para a detecção do colesterol em águas superficiais foram selecionados dois pontos dos rios Ceará e Cocó (rios 
de maior representatividade no estado do Ceará), sendo as coletas realizadas durante o mês de dezembro no 
ano de 2010. As coordenadas UTM (Universal Transversa de Mercator) dos pontos de coletas são 
apresentadas na Tabela 2. 
 
Tabela 2. Coordenadas UTM para os pontos de amostragem dos rios Ceará e Cocó 
 

Identificação da amostra Coordenada – UTM 

P1CE 05410/9586467 

P2CE 0545721/9591191 

P1CC 0562412/9583095 

P2CC 0540377/9560264 

 
Para as análises cromatográficas foram adicionados antes da coleta 10 mL de formaldeído por litro de amostra 
a fim de impedir a biodegradação dos analitos de interesse (PESSOA et al. 2014) e 0,1 mL de solução a 3% de 
metabissulfito de sódio (Na2S2O5) às amostras coletadas. Este último reagente foi utilizado como agente 
neutralizador de cloro livre, além de prevenir a degradação do colesterol. A remoção de cloro torna-se 
necessária para evitar que o mesmo cause danos à coluna cromatográfica, uma vez que é um agente fortemente 
oxidante. 
 
Preparo da amostra 
Inicialmente foi realizada a etapa de filtração da amostra em sistema a vácuo (VP-24, Advantec MFS, Dublin, 
CA, USA) utilizando filtro de fibra de vidro com diâmetro de 0,45 μm (Millipore, Bedford, MA, USA). Após a 
etapa de filtração o pH da amostra foi ajustado para 3,0 adicionando 50% (v/v) de HCl.  
 
O analito foi concentrado através da extração em fase sólida (SPE) utilizando vacuum manifold (Speed Mate 
12-port, Applied Separations, Allentown, PA, USA) e cartucho Oasis® HLB (200 mg/6 mL, Waters, Milford, 
MA, USA). Os cartuchos foram condicionados com 10 mL de metanol (Grau HPLC, Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA) seguido por 10 mL de água Milli-Q (Gradient, Millipore, Bedford, MA, USA). O volume de 
amostra foi de 1000 mL para águas superficiais sendo concentrada a um fluxo de 2 mL.min-1 (PESSOA et al., 
2014) 
 
Os cartuchos foram mantidos sob vácuo para eliminação de água e, posteriormente, eluídos com 4 mL de 
metanol. Os extratos eram coletados em vials e levados à secura em estufa a uma temperatura de 45°C. O 
resíduo foi derivatizado através da adição de 50 µL BSTFA (Supelco, Bellefonte, PA, USA) em uma reação de 
30 min a 60°C em banho-maria. O extrato era resfriado, re-suspendido com 500 μL de metanol e analisado por 
cromatografia gasosa acoplada ao espectrômetro de massas (CG/MS). 
 
Análise cromatográfica utilizando CG/MS 

A determinação do micropoluente colesterol foi realizada por metodologia adaptada de Pessoa et al., 2014, na 
qual utilizou-se de cromatógrafo gasoso (CG) conectado ao espectrômetro de massas (MS), com processador 
de dados X-Calibur 2.0.7 (FOCUS DSQII-230ST, Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA). O 
equipamento CG era equipado com coluna capilar SLB™-5MS (5% diphenyl/95% methyl siloxane) com 
dimensões de 30m×0,25mm I.D.×0.25µm (Supelco), utilizando Hélio (pureza > 99%) como gás de arraste a 
um fluxo de 1,2 mL.min−1.  
 
A temperatura do injetor era mantida a 250°C e o programa de temperatura da coluna foi de: 50°C até 150°C 
(taxa de 40°C min−1); rampa até 270°C a 40°C min−1, permanecendo por 1 min; rampa até 280°C a 10°C min−1, 
mantendo por 5 min, rampa até 290°C a 10°C min−1, mantida for 1 min. O modo de injeção foi splitless, 
utilizando um volume de injeção de 1 µL.  
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O espectrômetro de massas foi utilizado nas seguintes condições: temperatura da fonte de íons: 290°C; 
temperatura da linha de transferência: 290°C; modo de ionização: impacto de elétrons positivo, energia:      
+70 eV; modo de aquisição dos dados: scan full com faixa de relação massa carga de 50-650 m/z. 
 
As análises quantitativas foram realizadas empregando-se o método do padrão externo. A concentração da 
solução estoque padrão utilizada era de 1000 ng.mL-1, preparada em metanol e armazenada em frascos âmbar a 
4°C. A partir da solução derivatizada foram realizadas várias diluições sucessivas para a obtenção da curva de 
calibração. As soluções foram injetadas em triplicata, sendo a média utilizada para obtenção da curva analítica 
através da regressão linear (área versus concentração). 
 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Na Tabela 3 está apresentado o resultado dos parâmetros analíticos necessários para a validação do método de 
detecção e quantificação do colesterol.  
 
Tabela 3. Parâmetros de validação do método analítico instrumental para o colesterol 
 
Tabela 3. Parâmetros de validação do método analítico instrumental para o colesterol 
    Precisão1 

DPRÁREA(%) 
R N Faixa Linear (µg.L-1)  LD (µg.L-1) LQ (µg.L-1) 

Recuperação2 

(%) 

12,87 0,9900 9 10,0 – 1000  1,065 3,553 54±0,76 

DPRÁREA: desvio padrão relativo da área do pico; R: coeficiente de correlação linear; N: número de pontos 
utilizados para a curva de calibração; LD: limite de detecção; LQ: limite de quantificação. 
1 Injeção de 50 μg L-1 (50ppb) em dez replicatas 
2 Concentração de 500 ng L -1, matriz: esgoto sanitário 
 
A partir da Tabela 3 pode ser verificado que a repetibilidade do método foi de 12,87% para a área do pico 
(análise quantitativa), demonstrando uma precisão satisfatória, haja vista que todos os analito apresentou 
DPR% dentro da faixa predita pela AOAC (1998), que determina que para a faixa de concentração entre 100 -
10 µg.L-1 os valores de DPR% devem estar na faixa de 15-21%, portanto como a concentração do analito 
analisada foi de 50 µg.L-1 os valores obtidos encontram-se dentro da faixa determinada. 
 
Segundo a Association of Official Analytical Chemists (AOAC) (1998), o valor aceitável de recuperação 
dependerá do percentual de analito que foi adicionado em relação à amostra como um todo e relação m/v de 
analito. Para a faixa de concentração adicionada à amostra em estudo, 500 ng.L-1, o percentual m/v será de 10-
9 %, o que resulta em uma faixa de recuperação aceitável de 40 a 120%. Assim, observa-se que a recuperação 
do colesterol de 54% estava dentro da faixa recomendada, sendo, portanto, considerada satisfatória. O método 
analítico desenvolvido também revelou a capacidade de determinação de baixas concentrações do 
micropoluente colesterol, conforme limites de detecção e quantificação apresentados na Tabela 3. 
 
Na análise de águas superficiais o composto foi detectado apenas em um ponto de coleta, provavelmente 
devido ao fator de diluição ser elevado em corpos receptores, ou ainda, devido à sedimentação, uma vez que a 
solubilidade do CHOL em água é baixa (0,095 mg.L-1). Segundo dados publicados pela USEPA (2009) o 
esteóride colesterol pode ainda encontrar-se adsorvido à biomassa de estações de tratamento de esgotos na 
concentração média de 1129 µg.kg -1 dw (dry weight – massa seca). 
 
Na Figura 1 é apresentado o cromatograma obtido durante a análise do ponto 2 de coleta do rio Cocó, 
destacando o composto colesterol. Além do cromatograma, pode ser visualizado o espectro de massas obtido e 
em destaque as razões massa-carga (m/z) para a identificação do composto. 
 
A concentração detectada, de 1,175 µg.L-1 (valor calculado com o fator de correção da recuperação – ou seja, 
foi quantificado na curva de calibração), corrobora com o resultado reportado por Focazio et al. (2008), os 
quais detectaram a concentração de 2,000 µg.L-1 do esteróide natural em águas superficiais nos EUA, sendo 
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esse detectado com maior frequência ao serem analisados 100 compostos orgânicos. Em uma pesquisa 
realizada no sul do Brasil, Froehner et al. (2009) reportaram concentrações de até 25,9 µg.g -1 dw (dry weight – 
massa seca) em sedimentos de rio. Outro estudo também realizado no Brasil reportou a concentração de 7,8 
µg.g -1 dw em sedimentos na Baía de Guanabara, no estado do Rio de Janeiro (CARREIRA et al., 2004). 
 

Figura 1. Cromatograma e espectro de massas do colesterol 
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O resultado obtido indica que as águas superficiais analisadas provavelmente são utilizadas como corpos 
receptores de esgoto in natura. Tal fato torna o cenário apresentado preocupante devido ao uso das águas por 
parte da população, como foi relatado por moradores próximos aos pontos de amostragem. Ressalta-se que a 
exposição da população a esse composto pode trazer malefícios à saúde humana na exposição em longo prazo.  
 
 
CONCLUSÃO 
A metodologia analítica utilizada para concentração do CHOL por extração em fase sólida e sua posterior 
detecção e quantificação realizada através da técnica de cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 
massas (CG/MS) com a etapa prévia de derivatização mostrou-se adequada e eficiente para determinação e 
quantificação do composto em águas superficiais, sendo o valor máximo obtido nas águas superficiais foi de 
1,175 µg.L -1. 
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