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ESTUDO SOBRE A QUANTIFICACAO DE PROGESTERONA EM
AGUA POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Leonel da Silva Rodrigues
Maria Eduarda Soares Comar
Vinicius Siqueira de Oliveira

RESUMO: Na natureza encontram-se diversas substancias, entre elas os
Desreguladores Endocrinos, substancias capazes de causar disfuncdes nos
sistemas endocrinos dos seres vivos. Em ambientes aquéticos, as mudangas nos
animais tém efeitos como a feminizacdo dos peixes machos, reducédo da ovulacao
de ovos e reducdo das populacdes dos mesmos, destacando-se entre os DE’s o
horménio progesterona. A ocorréncia deste hormbnio em aguas superficiais se da
por meio da ingestdo de anticoncepcionais que séo eliminados pelo corpo e se
dirigem as estacfes de tratamento, contudo devido a ineficacia do tratamento para
sua retirada, os mesmos acabam por encaminhar-se para seus corpos receptores.
Assim, tem-se a necessidade do monitoramento deste composto, sendo as técnicas
comumente empregadas a Cromatografia Gasosa e a Liquida, com grande eficéacia,
porém com alto custo de andlise e baixa acessibilidade. Diante disto, o trabalho teve
como propésito utilizar a Espectrofotometria UV para a quantificacdo da
progesterona em agua, visto que € uma técnica analitica simples e de baixo custo.
Para a obtencéo dos dados, foi realizado o espectro de absor¢cdo do composto e a
curva analitica, que revela a linearidade do método em determinada faixa de
trabalho, o que possibilita a analise da concentracdo do composto dentro de um
intervalo de confianca. Deveras, ndo foi possivel analise ha matriz aguosa pelo fato
de a progesterona apresentar caracteristicas lipidicas, assim ndo diluindo em agua.

Palavras-chave: Desreguladores Enddcrinos. Espectrofotometria Uv-vis. Horménios
Progesterona.

ABSTRACT: In nature there are various substances, among other Endocrine
Disrupters, substances that can cause dysfunctions in the endocrine systems of
living things. In aquatic environments, changes in animals have effects such as
feminization of male fish, reduction of egg ovulation and reduction of egg
populations, especially progesterone hormone. The occurrence of this hormone in
surface waters occurs through the ingestion of contraceptives that are eliminated by
the body and directed to the treatment stations, however due to the ineffectiveness of
the treatment for their withdrawal, they eventually go to their receiving bodies. Thus,
there is a need for monitoring this compound, and the techniques commonly
employed are Gas Chromatography and Liquid Chromatography, with great
efficiency, but with high cost of analysis and low accessibility. Given this, the purpose
of this work was to use UV spectrophotometry to quantify progesterone in water,
since it is a simple and low cost analytical technique. To obtain the data, the
compound absorption spectrum and the analytical curve were performed, revealing
the linearity of the method in a certain working range, which allows the analysis of the



concentration of the compound within a confidence interval. Indeed, it was not
possible to analyze the aqueous matrix because progesterone has lipid
characteristics, thus not diluting with water.

KEYWORDS: Endocrine Disrupter. Hormone. Progesterone. UV/vis spectrometry.

RESUMEN: En la naturaleza hay varias sustancias, incluidos los disruptores
endocrinos, sustancias que pueden causar disfunciones en los sistemas endocrinos
de los seres vivos. En ambientes acudticos, los cambios en los animales tienen
efectos tales como la feminizacion de los peces machos, la reduccion de la
ovulacion del huevo y la reduccion de las poblaciones de huevos, especialmente la
hormona progesterona. La aparicion de esta hormona en las aguas superficiales
ocurre a través de la ingestion de anticonceptivos que son eliminados por el cuerpo y
dirigidos a las estaciones de tratamiento, sin embargo, debido a la ineficacia del
tratamiento para su retirada, eventualmente van a sus cuerpos receptores. Por lo
tanto, existe la necesidad de monitorear este compuesto, y las técnicas cominmente
empleadas son la cromatografia de gases y la cromatografia liquida, con gran
eficiencia, pero con un alto costo de andlisis y baja accesibilidad. Dado esto, el
propésito de este trabajo fue utilizar la espectrofotometria UV para cuantificar la
progesterona en el agua, ya que es una técnica analitica simple y de bajo costo.
Para obtener los datos, se realizaron el espectro de absorcion del compuesto y la
curva analitica, revelando la linealidad del método en un cierto rango de trabajo, lo
gue permite el analisis de la concentracion del compuesto dentro de un intervalo de
confianza. De hecho, no fue posible analizar la matriz acuosa porque la
progesterona tiene caracteristicas lipidicas, por lo que no se diluye con agua.

Palabras clave: Alteradores endocrinos. Espectrofotometria UV-vis. Hormona

Progesterona.

1. INTRODUCAO

Os horménios, incluindo os naturais e os de origem sintética (utilizados
na fabricacdo de remédios e em alimentos animais), sdo apontados como 0s
principais responsaveis por grande parte dos efeitos desreguladores do sistema
enddcrinos em organismos aquaticos identificados nos ultimos anos (BONAN;
TEIXEIRA; NAKANO, 2017).

Os desreguladores enddécrinos (DE) sdo substancias quimicas -
derivados de farmacos, hormonios sexuais e produtos industriais - que, quando

ingeridas em concentragdes elevadas ou por tempo prolongado, afetam o sistema
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endocrino de organismos aquaticos. Alguns efeitos da exposicdo a estes poluentes
sdo a diminuicdo na eclosdo de ovos de passaros e de espécies aquaticas,
feminizacdo de peixes machos, diminuicdo de espécies e alteracdo de seus
sistemas imunologicos (BILA; DEZOTTI, 2007).

A presenca de desreguladores enddcrinos em aguas superficiais ocorre
mediante ao seu descarte nos ambientes aquaticos em forma de esgoto sanitario e
industrial tratados. Porém, o método atual de tratamento € ineficiente na remocéo
desses compostos, colocando os animais em exposicdo. A transformacgédo dos
habitats em receptores de esgoto tratado tem sido a principal preocupacéo da fonte
de contaminacao das aguas (RAPOSO, 2017).

Entre os desreguladores enddcrinos, observa-se a atuacao da
progesterona, horménio feminino utilizado na indastria de producdo de
anticoncepcionais, como um preventivo para a gravidez. Assim ao ser ingerido, boa
parte do medicamento é eliminada na urina, sendo levado para o0s postos de
tratamentos de efluentes. Porém, por ser encontrado em concentracdes muito
baixas na 4gua - da ordem de pg/L - este hormbnio é dificil de ser detectado e
removido em estacdes de tratamento de efluente. (BILA; DEZOTTI, 2007).

A presenca de progesterona nas aguas de abastecimento publico da
regido de Campinas foi relatada em estudo feito por Ghiselli (2006), do Instituto de
Quimica da Unicamp. Ao entrarem em contato com organismos Vvivos, a
progesterona, acarreta nas problematicas supracitadas a respeito dos DE’s.

As técnicas mais comumente reportadas para analise de hormdnios
sexuais séo: Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa (CG-EM),
Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa (CG-EM) no modo tandem e
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa (CL-EM). A técnica de
cromatografia gasosa € menos utilizada do que cromatografia liquida em analise de
estrogénios. Tal fato se deve a alta dificuldade na etapa de preparacdo da amostra
incluindo a necessidade de derivatizacdo, mesmo a Cromatografia Gasosa sendo
uma técnica mais precisa. (SILVA, 2016).

A utilizagédo das técnicas supracitadas na quantificacdo de hormdnios é
devido a preciséao e eficiéncia de tais métodos, além de serem rapidas e terem poder
de detectar substancias em baixas concentracbes. Ao mesmo tempo destes

beneficios, tais técnicas demandam de um alto custo de realizagdo, do proprio



equipamento e combustivel utilizado. Sendo por consequéncia, ao fator econémico,
encontrada em poucos locais que realizam as analises (SILVA, 2016).

Estudos de novas técnicas, atualmente, sdo capazes de identificar
farmacos e substancias ditas desreguladores enddcrinos (VIALI, 2014). Diante disto,
percebeu-se a necessidade de pesquisar uma metodologia eficaz e mais acessivel
para viabilizar futuramente a quantificacdo de progesterona em agua, permitindo
assim, mais estudos voltados para a quantificacdo e remog¢ao do hormaonio feminino
em meio aquoso. A espectrofotometria UV-VIS foi selecionada como metodologia
analitica neste trabalho, considerando a propriedade do analito em apresentar
absorcao no espectro ultravioleta (FABBRIS; NICOLINI, 2016).

A técnica de espectrofotometria UV-VIS é muito utilizada para
realizacdo de andlises por ser um método quantitativo relativamente simples e
eficaz. Destaca-se também a rentabilidade econdémica, disponibilidade e geracdo de
resultados de facil compreensdo. O espectrofotdmetro utiliza da absorcdo de
radiacdes eletromagnética nos campos visiveis e ultravioletas do espectro. Assim,
analisando a absorgéo de luz e relacionado com a concentragéo do analito (EWING,
1971). Segundo Silverstein, Bassler e Morrill (1994) apud Fabbris e Nicolini (2016),
ocorre a absorcédo de energia na regidao de 240 nm (ultravioleta) devido aos grupos
insaturados carbonilas e cadeias ciclicas de seis carbonos presentes na estrutura da
progesterona.

Diante disto, observou-se a lacuna de pesquisa em relacdo a estudos
sobre a quantificacdo de progesterona em meio aquoso por meio da
espectrofotometria UV-VIS. Assim, o objetivo do presente trabalho é estudar a
analise de progesterona em aguas (por meio dessa andlise instrumental

quantitativa), visando a aplicacdo de medidas para a concentracdo da ordem de
po/L.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. DESREGULADORES ENDOCRINOS

Segundo as definicdes estabelecidas pela da Unido Europeia, durante

a Conferéncia de Weybridge, no Reino Unido, desregulador enddocrino é toda e
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qualquer substancia capaz de alterar, afetar, perturbar ou interferir no sistema
endocrino dos seres vivos. Por conta disso e das diversas traducfes de termos, 0s
DEs também podem ser chamados de perturbadores enddcrinos, disruptivos ou
disruptores enddcrinos, interferentes enddcrinos, estrogénios ambientais, dentre
outras, observando assim, que ndo se trata de um termo universal (GHISELLI;
JARDIM, 2007).

Sao caracterizados como substancias poluentes e capazes de causar
mudancas no sistema endocrino dos seres vivos. Ao serem encontrados no meio
ambiente, estdo presentes em quantidades da ordem pg L-1 e ng L-1. Os efeitos
provocados pela exposicdo a estes compostos sdo alteracbes no sistema
imunoldgico das espécies, feminizacdo de peixes machos, diminuicdo da ecloséo de
ovos e diminui¢do da populacao de espécies aquiferas (BILA; DEZOTTI, 2007).

2.1.1. Formas de atuacdo dos desreguladores endocrinos

Os DEs agem em diversos estagios dos processos hormonais -
producdo de hormonios, ligacdo aos receptores, acdo hormonal, excrecdo e
biotransformagéo - podendo de maneira direta, danificar a interconexao com o
sistema nervoso e imunoldgico. (BILA; DEZOTTI, 2007).

Dentro das condi¢des exatas do organismo, os horménios naturais se
arranjam aos seus receptores e ativam o0s genes do nucleo, produzindo um
resultado biolégico. Porém, algumas substancias quimicas podem interagir a estes
receptores hormonais imitando os hormoénios naturais, resultando em diversas
alteracdes, como o blogueio dos sitios receptores em uma célula, o aumento da
producdo e secrecdo de hormbnios naturais, a desativagdo das enzimas
responsaveis pela liberacdo de hormdnios, inviabilizacdo da interacdo dos
hormbnios com seus receptores celulares, gerando respostas adversas que
provocam alteragcdes prejudiciais nas atividades celulares (VIEIRA; SANTOS;
FILHO, 2007).

Tal efeito, ocasionado nas células dos organismos, encontra-se

ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Interacdo entre hormonios normais e receptores.
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Fonte: (Zorron, 2017).

2.1.2 Classificacao

Em relac@o a classificacdo dos DEs, diversas organizagfes mundiais
listaram substancias que podem ser enquadrados como um desregulador endocrino.
Ainda ndo ha dados cientificos que informem como é realizada a classificagdo dos
mesmos, para isso a Unido Europeia (UE), disponibilizou uma lista que pode ser os
primérdios para a elaboracdo de uma lista que comprove o efeito desregulador
hormonal de compostos (DEZZOTI; BILA, 2007).

Nesta classificacdo estdo listados tanto compostos sintéticos quanto
naturais. Sendo agrupada em duas classes segundo sua finalidade de uso ou
producdo: 1° substancias sintéticas — Sdo amplamente utilizadas na agricultura e em
seus subprodutos como eliminadores de pragas; utilizados no setor industrial na
forma de farmacos e nos subprodutos do mesmo setor; 2° substancias naturais —
hormoénios sexuais e os fitoestrogénios que sdo idénticos a hormdnios humanos,

porém séo produzidos pelas plantas (DEZZOT]I; BILA,2007).

2.1.3. Ocorréncia dos desreguladores endocrinos no meio ambiente

A fiscalizacdo da presenca dos desreguladores endocrinos atualmente
cresce na comunidade cientifica. Tais substancias entdo presentes nas aguas
superficiais e no subsolo, nas estacdes de tratamento de esgoto (ETE), até mesmo
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na agua potavel e nos solos. Os horménios, incluindo os naturais e os de origem
sintética (utilizados na fabricacdo de remédios e em alimentos animais), sao
apontados como o0s principais responsaveis por grande parte dos efeitos
desreguladores enddcrinos em organismos aquaticos identificados nos ultimos anos
(BONAN; TEIXEIRA; NAKANO, 2017). A Tabela 1 a seguir ilustra a presenca de
compostos hormonais em diferentes matrizes ambientais, segundo pesquisas
realizadas por Brandt (2012). Estes compostos podem ser rastreados em
quantidades consideradas detectaveis e sdo capazes de provocar mudangas nos
ecossistemas, danificar a qualidade da 4gua e impactar seu consumo. (AMERICO et
al, 2012).

Tabela 1. Presenca de compostos hormonais em diferentes matrizes ambientais.
Ocorréncia (ng-1.7")

Classe Composto Esgoto Efluente de Agun Agus de Referéncia
sanitdrio E1TE supcrficial abastecimento
40 - - - )
< 250 2)
Estrona 4 830 4.130 3.500 - 5.000 - “4)
< 48 - S60 < 48 - 280 - - 5
870 - 1.380 = LD - - (6)
21 - - n)
< 320 )
106 - 6.800 - (3
6.690 5.560 1.900 - 6.000 2.100 - 2.600 1)
1 7p-estradiol
< 64 - 300 < 64 - - s
Hormdnios
naturnis © 1.330-2.270 490 - 760 - - (6)
santchicos
< 4-63 - (7
< 1-37 - (2)
< 90 2)
SX810 5.040 1.200 - 3.500 1.600 - 1.900 4
< 100 - 1.380 < 100 « 1.000 - - (5
1 7Ta-ctuinilestradiol
600 - 1.260 < LD - 470 - - (6)
< 5.64 - (N
<1-54 - (%)
< S0 (2)
Progesterona
3570 2.930 1.400 - 4 200 1.100 -« 1.500 4

(1) Temes er al. (1999); Rio de Janciro (RJ); (2) Sodré ¢r a/. (2010); Campinas (SP): (3) Raimundo (2007); Campinas
(SP); (4) Ghisclli (2006); Campinas (SP); (5) Pessoa er al. (2011): Fortaleza (CE); (6) Frochner er al. (2011); Curnitiba
(PR); (7) Morcima ¢f al. (2011); Ouro preto, Itabirito, Rio Acima, Nova Lima (MG); (8) Morcima ¢ al (2009); Belo
Horzonte (MG)

LD: Iimite de detecgiio

Fonte: (Brandt, 2012).

A exposicéo ocorre de inUmeras formas, como no contato direto com o
local de trabalho - ou em casa - e o0 contato indireto com o consumo de agua,
alimentos, solos ou outras formas que estdo contaminadas. Sendo a principal forma

de contaminagdo humana, os alimentos que os contém (BILA; DEZOTTI, 2007). Os
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horménios femininos sdo observados no ambiente aquatico - Brasil, Alemanha,
Inglaterra, Estados Unidos, Canada, Suécia, Holanda e Italia (AMERICO et al,
2012).

Compostos hormonais interagem bem com a gordura e estdo contidos
em carnes de peixes, frangos, ovos, entre outros alimentos. Alguns desses
horménios sexuais sdo presentes nas carnes, devido ao seu uso na criacdo de
animais para consumo, porém em alguns paises essa pratica ja € proibida (BILA;
DEZOTTI, 2007).

Descartes incorretos do esgoto domeéstico, atividades agricolas e
atividades urbanas, também fornece a presenca dos DEs em aguas potaveis e em
lencois freaticos. Além de que essas substancias normalmente ndo sédo removidas
pelas formas tradicionais, colocando em risco essa preciosa fonte de vida (BILA,
DEZZOTI, 2007). As rotas para ocorréncia de horménios humanos no ambiente

encontram-se ilustradas na Figura 2.

Figura 2. Rotas para ocorréncia de hormonios humanos no ambiente.
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de élg
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Fonte: (Ferreira, 2014).
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2.1.4. Legislacao

A Comissdo Europeia definiu um conjunto de normas juridicas a
respeito dos estudos, dirigidos pela mesma, sobre os DEs em produtos quimicos e
industriais (separados em niveis de perigos e seus respectivos riscos). Além de que,
a comissao se responsabiliza na avaliacdo de cada produto ativo produzido, como
pesticidas e biocidas (COMISSAO EUROPEIA, 2016).

O uso demasiado de desreguladores endocrinos por grande parte da
populacado, contribui com que o descarte seja inadequado, logo, por meio desta
consequéncia, acabamos por reutilizar o mesmo hormoénio proveniente do descarte
incorreto. Vale ressaltar que, a Portaria 2914 (MINISTERIO DA SAUDE, 2011),
responsavel por estabelecer padrdes de qualidade a agua potavel, ndo contempla os
compostos hormonais. Por toda maneira, alguns farmacos fazem parte da lista de

substéancias prioritarias para monitoramento por agéncias estrangeiras (LIMA, 2017).

2.2. PROGESTERONA

A acdo deste hormonio é preparar o Utero para uma possivel gestacao,
a qual ird receber o 6vulo fecundado e estimular a producéo do leite (GONCALVES,
2008). A progesterona é produzida no corpus lutem sob estimulo da HGC
(gonadotrofina coridnica), apds a ovulacado pelo foliculo ovariano. Esse hormdnio é
responsavel por manter a secre¢cdo do endométrio, que é de suma importancia para
o0 embrido, assim como para o desenvolvimento do feto na gestacdo. Esse horménio
€ 0 pioneiro na biossintese dos corticostedides supra-renais, que Sao responsaveis
pelo controle do stress, e de todos os outros hormonios sexuais (RAY, 2019).

O hormodnio subtende-se pela substancia natural, a qual o préprio
organismo produz, e a substancia ativa, visto hoje como farmaco disponivel a mais
de 50 anos no comércio desde que foi sintetizado pela primeira vez. O remédio tem
sido amplamente utilizado no tratamento de distdrbios ginecoldgicos, como

hiperplasia endometrial, disfuncdo do ciclo menstrual, fase latea inadequada,
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sindrome pré-menstrual e sindrome da menopausa (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2012).

Figura 3. Estrutura da molécula de progesterona.

O
wH

O

Fonte: (Mundo Educacéao, 20-?).

Formula: C21H3002
Massa molar: 314,46 g/mol
Ponto de fusado: 126°C

2.2.1. Progestagénio

Sao hormodnios sintéticos derivados dos horménios progesterona ou
testosterona, quem tem funcdo semelhante ao hormonio progesterona. Podem ser
aplicados em tratamentos hormonais, em caso de menopausa, Ou serem
encontrados isoladamente ou em conjunto com o estrogénio, nos anticoncepcionais
(RAY, 2019).

Estas substancias, no entanto, ndo possuem composi¢do quimica tao
semelhante a progesterona. Elas podem realizar ligacées tanto com os receptores
de progesterona quanto com outros receptores no organismo, como 0s de
estrogénio ou androgénios, podendo gerar efeitos colaterais, podendo ativar ou

bloguear o receptor desses hormdnios (RAY, 2019).
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2.3. METODOS DE ANALISE E QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS
HORMONAIS

As técnicas utilizadas, em abundancia, nas analises de hormonios séo:
Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa (CG-EM) no modo tandem,
Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa (CG-EM) e Cromatografia
Liguida acoplada a Espectrometria de Massa (CL-EM). A técnica de cromatografia
gasosa tem menor quantidade de aproveitamento relacionando a cromatografia
liquida, ao analisar os estrogénios. (SILVA, 2016).

Tal fato se deve a necessidade de derivatizagcdo e a alta dificuldade na
preparacao da amostra, mesmo a Cromatografia Gasosa sendo uma técnica mais
precisa. Além disso, observa-se a dificuldade de se encontrar métodos analiticos
confiaveis, visto que depende da matriz em que serdo realizados os estudos e a
porcentagem de horménios no meio (TOMSIKOVA et al, 2012).

A utilizacdo das técnicas supracitadas na quantificacdo de hormdnios é
devido a precisédo e sensibilidade de tais métodos, além de serem rapidos e terem
poder de detectar substancias em baixas concentracfes. Ao mesmo tempo destes
beneficios, tais técnicas demandam de um alto custo de realizagdo, do proprio
equipamento e combustivel utilizado. Sendo por consequéncia, ao fator econdmico,
encontrada em poucos locais que realizam as analises. (SILVA, 2016).

No que se refere a espectrofotometria UV-Vis, estudos feitos por
Fabbris e Nicolini (2016) relatam a quantificagdo de progesterona em tecidos
vegetais de alface, por meio desta técnica analitica, como medida indireta da

contaminacéo da agua.

2.4. ESPECTOFOTOMETRIS UV-VIS

A espectrofotometria UV-VIS é uma técnica analitica quantitativa e
qualitativa que trabalha com as ondas eletromagnéticas absorvidas no espectro
ultravioleta visivel, excitando as moléculas — tirando-a do seu estado fundamental —

gerando um resultado.
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O método instrumental de espectrofotometria UV-VIS € de deveras
importancia para a quimica analitica, por ser facil de manusear e rentavel ao
laboratorio. Esse fator benéfico se deve ao fato de o instrumento possibilitar, em
escalas laboratoriais, andlises de carater organicas e carater inorganico (SANTOS;
NEVES; BRANCO, 2010)

2.4.1. Lei de Lambert-Beer

A base da espectrofotometria Uv-Vis € a Lei de Lambert-Beer.
Resumidamente, quando um feixe de luz monocromatica atravessa um meio
transparente homogéneo, cada camada deste meio absorve igual a fracdo de luz
gue o atravessa, independentemente da intensidade da luz que o incide (MENDES,

2009). Desta forma, Lambert percebeu que a absorbancia é diretamente

proporcional a concentracdo da solugdo da amostra.

Figura 4. Mecanismo de funcionamento do espectrofotémetro.
Cubeta
=

I Monncrow

) I - I :

Fonte de
Radiag¢#o

Detector
Banda Espectral
Banda de
Entrada

Fonte: (Goncalves et al, 2017).

A técnica de espectrofotometria esta fundamentada na Lei de Lambert
Beer, cuja lei expressa matematicamente a relacdo entre a concentracdo e a
absorcdo da radiacdo por uma amostra, nas regides do visivel, ultravioleta e
infravermelho do espectro eletromagnético (MENDES, 2009). Para a determinacgao

da absor¢cdo em um comprimento de onda, tem se:
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A= ¢gbc

Onde:

A - E a absorbancia;

¢ — E a absortividade molar, grandeza caracteristica da espécie
absorvente, onde sua magnitude depende do comprimento de onda da
radiacao incidente;

c- Concentracao da espécie absorvente;

b- Distancia percorrida pelo feixe através da amostra.

2.4.2. Espectro de absorcéao

Quando uma solucéo € submetida a leituras de absorbancia ao longo
de uma faixa de comprimentos de onda eletromagnética, obtemos informacdes
sobre sua capacidade em absorver luz. A representacdo grafica dos valores de
comprimento de onda (A) alternativamente a absorbancia é denominada espectro de
absorcdo (MENDES, 2009).

2.4.3. Curva Analitica

Uma curva analitica ou curva de calibracdo elucida a resposta de um
método analitico para andalise de quantidades conhecidas de constituinte. As
solugbes contendo concentracdes conhecidas de constituinte sdo chamadas de
solucdo padrdo. A solucdo contendo os reagentes e solventes usados na analise,
sem adi¢do do constituinte de interesse, sdo chamadas de solugdo em branco. A
solucdo em branco mede a resposta instrumental do procedimento analitico para
impurezas ou especies interferentes nos reagentes. A curva analitica serve,

portanto, para verificar a validade da lei de Beer para uma dada analise
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espectrofotométrica, ou seja, se a variacdo da absorbancia € diretamente
proporcional a variacao da concentracao da solucédo da amostra. (HARRIS, 1948).

A equacdo de uma linha reta é:

y=bx+a

y = variavel dependente (Média dos valores de y);
X = variavel independente (Média dos valores de x);
b = inclinacéo da reta;

a = interseccado no eixo dosy.

3. METODOLOGIA

O presente trabalho foi desenvolvido por meio de pesquisa bibliografica
exploratéria, em artigos, revistas e jornais, sobre o estudo para a quantificacdo de
progesterona por Espectrofotometria UV-Vis. Teve-se como base a metodologia
referente ao trabalho de Fabbris e Nicolini (2016) sobre a deteccédo de progesterona
em tecidos vegetais de lactuca sp. por espectroscopia de UV e adaptacdes foram
realizadas para adequacéo a proposta de trabalho. Caracteriza-se também por uma
pesquisa experimental por se tratar da execucdo de metodologia analitica para

quantificacdo de progesterona em agua por meio de espectrofotometria UV-Vis.

4. DESENVOLVIMENTO

Para a realizacdo do presente trabalho, elaborou-se uma série de
andlises para obtencéo de dados de absorcédo e linearidade da curva analitica para
analise de progesterona por espectrofotometria UV-Vis. As analises consistem, apos
0 preparo da solucdo, em realizar a obtencdo do espectro de absorcédo nas faixas
entre 200 a 300 nm, a fim de obter o pico de absorcdo maxima do composto. Assim

gerar com os resultados, por fim, uma curva analitica indicando o grau de detec¢éo e
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sensibilidade da analise, conforme a diminuicdo da concentracdo das aliquotas.

Para aplicacdo da proposta a andlise de amostra agua, tomou-se como base o

trabalho citado na metodologia, no qual a quantificagcdo de progesterona na agua

deu-se por método indireto de absor¢do do composto por espécie vegetal,

representando um indicador de contaminacéo da agua.

4.1. MATERIAIS E REAGENTES

Observa-se no Quadro 1, os materiais utilizados nas metodologia.

Quadro 1. Materiais e reagentes usados em todo desenvolvimento.

ETAPAS DO MATERIAIS REAGENTES
DESENVOLVIMENTO
Preparo de solucéo e Agitador magnético Etanol
estoque e solugdes e Balado Volumétrico — Progesterona —
diluidas 10 mL 200mg
e Baldo volumétrico -
500mL
e Pipeta volumétrica -
50 mL
Espectro de e Baldo volumétrico
Etanol

absorcao

Cubeta de Quartzo
Espectrofotdmetro Uv
— Vis

Papel absorvente

Solucéo alcodlica de
progesterona 10 ug/

mL.

Curva analitica

Baldo volumétrico
Cubeta de Quartzo
Espectrofotdmetro Uv
—Vis

Papel absorvente

Agua destilada
Solugdes diluidas de

progesterona.

Fonte: (Dos proéprios autores, 2019).
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4.2. PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE E SOLUCOES DILUIDAS

Preparou-se uma solucdo de progesterona em um baldo de 500 mL,
utilizando 200 mg de progesterona, diluindo-a em etanol, devido a solubilidade do
composto neste solvente, uma vez que a progesterona apresenta baixa solubilidade
em agua devido a presenca de varios grupos hidrofébicos na molécula, sendo eles
as carbonilas e seus anéis aromaticos. Obteve-se assim, uma solugdo estoque de
concentracdo 400 pg/ mL, ou 400 mg/L.

Utilizou-se da solucdo padrdo estoque para preparar as solucdes
diluidas de progesterona em etanol, para a obtencdo da curva analitica, destarte,
empregou-se do seguinte calculo de diluigdo: Ci.Vi = Ca.V2, onde: Ci =
Concentracao inicial; C2 = Concentracdo Final; V1 = Volume inicial; V2 = Volume
Final. Com a descoberta dos volumes finais, fez-se a passagem dos volumes para
baldes de 10mL, completando o menisco. Assim, obtiveram-se solu¢des de 16mg/L;
14 mg/L; 13 mg/L; 12 mg/L, 10 mg/L, 8 mg/L, 6 mg/L, 4 mg/L e 2 mg/L. Observe,
assim, na Figura 5 e 6 abaixo, a solucdo estoque e as solucdes diluidas,

respectivamente.

Figura 5. Solucao estoque de progesterona e solvente etanol.
— _— ‘

CAS:[84-17.
AA.t'cot)l. E'l? )
Cotom s

Py st

Fonte: (Dos préprios autores, 2019).
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Figura 6. Solucdes diluidas de progesterona.
'—-—~‘ » "" : ¥ A - "' " -~

Fonte: (Dos préprios autores, 2019).

4.3. OBTENCAO DO ESPECTRO DE ABSORCAO

Para verificar a faixa de absorcdo da progesterona, foi realizado em
espectrofotometro de feixe Unico, uma varredura nos comprimentos de onda de 200
a 300 nm, com o auxilio de uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho éptico. A
utilizacdo de cubeta de quartzo se fez necesséaria uma vez que cubetas de vidro
absorvem na faixa do ultravioleta, interferindo no resultado da medida.

Para a calibragcdo do branco, usou-se etanol puro, uma vez que este €
0 solvente empregado na solucdo. Para a varredura do intervalo de comprimento de
onda de 200 nm a 300 nm empregou-se uma solucéo de progesterona de 10 pg/ mL,
feita a partir da diluigdo da solucdo estoque de 400 pug/ ml. As Figuras 7 e 8 ilustram
a cubeta de quartzo, o espectrofotbmetro e a solugéo utilizada na medicéo.
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Figura 7. Solugéo para analise do espectro de absorcao e cubetas de quartzo.
[~ =]

Fonte: (Dos proprios autores, 2019).

Figura 8. Espectrofotdmetro UV-Vis.

Fonte: (Dos proprios autores, 2019).

4.3.1. Resultados

A Tabela 2 a seguir ilustra o resultado das leituras de absorcédo da
solucdo alcodlica de progesterona no intervalo de 200 a 300 nm.
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Tabela 2. Resultados dos picos de absorcdo do composto nas faixas de 200 a

300nm.
Comprimento de Absorcao Comprimento de Absorcao
onda onda

200 0,050 236 0,130
210 0,090 238 0,128
220 0,111 240 0,122
222 0,117 250 0,087
224 0,122 260 0,046
226 0,128 270 0,025
228 0,130 280 0,020
230 0,134 290 0,017
232 0,134 300 0,013
234 0,132

Fonte: (Dos proprios autores, 2019).

O Gréfico 1 a seguir refere-se ao espectro de absorcdo da

progesterona em solvente etanol, no intervalo de 200 a 320 nm:

Grafico 1. Espectro de absorcdo da Progesterona.

Absorbancia

0,16

0,14

0,12

0,1

0,08

0,06

0,04

0,02

200

Espectro de absorcao da progesterona

220 240 260 280
Comprimento de onde (nm)

300

320

Fonte: (Dos proéprios autores, 2019).
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Assim, ap0s a elaboracao do espectro de absorc¢do, observou-se o pico
de absorcdo maxima da progesterona, no comprimento de onda de 232 nm.
Destarte, nota-se a absorcdo no ultravioleta fora do espectro visivel, no
espectrofotometro Uv-Vis. A utilizacdo da espectrofotometria no ultravioleta para
quantificacdo de progesterona esta prevista nha Farmacopeia Brasileira (2010) para
leitura em 240 nm (ANVISA, 2009), cuja absorcdo é referente aos grupos
insaturados carbonilas e cadeias ciclicas de seis carbonos presentes na estrutura da
progesterona. (FABBRIS; NICOLINI, 2016). Dessa forma, nota-se que a absor¢ao no
comprimento de onda, deve-se, por conta de contaminantes - excipientes e
componentes da capsula da progesterona - sendo possivel a ocorréncia de desvios
dos comprimentos de onda. Os excipientes na formulacdo do Utrogestan séo: 6leo
de amendoim e lecitina de soja; os componentes da capsula sédo: gelatina, glicerol e
dioxido de titanio. (UTROGESTAN, 2012).

4.4. OBTENCAO DA CURVA ANALITICA

Para realizar a deteccdo da quantidade de progesterona presente na
amostra, fez-se o processo de producdo da curva analitica. O método consiste na
producao de diversas solu¢cdes padrdes diluidas de progesterona, a partir da solugéo
estoque. Depois de realizada essa etapa, compara-se as amostras com uma
solugdo em branco — solucdo contendo somente a matriz, ou seja, neste caso
etanol- com leitura no comprimento de onda de 240 nm, valor de referéncia para o

composto.

4.4.1. Resultados

Os resultados para a curva analitica na faixa de trabalho de
concentracdes de 2 mg/L a 16 mg/L, encontram-se expressos na Tabela 4 a sequir,
com seu respectivo grafico, sendo ele o Grafico 2:
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Tabela 4. Resultados de absorbancia proveniente das solucdes diluidas.

Concentracao (mg/L) Absorbéancia

0 0

2 0,081
4 0,693
6 0,597
8 0,504
10 0,410
12 0,323
14 0,209
16 0,796

Fonte: (Dos proprios autores, 2019).

Grafico 2. Curva analitica utilizada para determinacao de progesterona, com leitura
em 240 nm.

0,9
y =0,0498x + 0,0033

0,8
R?=0,998

0,7
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Absorbancia

0,3
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0
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Concentragdes (mg/L)

—@— Sériel

Linear (Sériel)

Fonte: (Dos proéprios autores, 2019).

Observa-se, assim, que a curva analitica, na faixa de 240 nm,
apresenta o coeficiente de regresséao linear de 0, 998; ou seja, ja que a resolucéo
RE n° 899 de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003) estabelece um valor minimo de r
(coeficiente de regressdo linear) = 0,99; o resultado obtido, na matriz etanal,

mostrou-se linear nas concentracdes de 0 mg/L & 16 mg/L.
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4.5. ANALISE DA AMOSTRA DE AGUA

Né&o foi possivel quantificar a progesterona na amostra de agua a partir
da curva analitica gerada, devido aos efeitos de interferéncia da matriz (agua) sobre
o solvente utilizado para a curva analitica (etanol). A amostra de agua ndo pode ser
aplicada ao método de curva analitica descrito anteriormente, de maneira direta,
uma vez que as matrizes sdo diferentes. Faz-se necessério, portanto, métodos de
extracdo, purificacdo e concentracdo do analito (progesterona) na amostra,
primeiramente. A necessidade de métodos de extracdo em fase soélida ou extracao
liquido-liquido, nos quais se aplicam principios de cromatografia, inviabiliza a
realizacdo desta andlise, devido a auséncia de equipamentos disponiveis.

Foram realizadas tentativas de solubilizacdo da progesterona em agua
para realizacdo da curva analitica neste solvente, porém devido a baixa solubilidade
do composto a curva analitica ndo apresentou resultados plausiveis neste solvente.

No entanto, Fabbris e Nicolini (2016) utilizaram de metodologia de
Espectrofotometria UV, por adicdo de padrdo (atenua o efeito da matriz), para
analisar a presenca de progesterona em amostra de tecido vegetal exposto a agua
contaminada, sem a necessidade de métodos complexos de extracdo e
concentracdo do analito, utilizando etanol para extragcdo e curva por adicdo de
padrdo para andlise, o que apresenta-se como uma possibilidade para estudos

futuros e continuidade deste trabalho.

5. CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho se justifica por meio dos impactos ambientais causados
pelos desreguladores endodcrinos, em particular a progesterona. Seus efeitos
ambientais sao vistos principalmente nas espécies aquaticas, que além de sofrerem
com a reducédo da populacéo, por meio da baixa ovulagdo dos ovos, sofrem com
alteracdes em seus sistemas endocrinos.

Com base nesta problematica, o trabalho teve como objetivo uma

maneira alternativa de quantificagdo da progesterona em aguas, a
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espectrofotometria. A espectrofotometria se encontra como um método acessivel e
de baixo custo para as analises laboratoriais. Apds os testes feitos por meio do
método, constatou-se a eficidcia na obtengcdo da curva analitica para quantificacao,
sendo ela linear na faixa de 2mg/L a 16 mg/L de progesterona em etanol. Essa
linearidade representa a proporcionalidade da relacdo entre absorbancia e
concentracdo, em que a absorbancia aumenta igualmente a concentracao.

No entanto, houve dificuldades de adequacdo do método a matriz na
qual se prop6s a andlise. Propbe-se, portanto, a continuacdo deste trabalho. Entre
as possibilidades de continuacéo, tem-se o estudo de possibilidades do aumento da
sensibilidade para o composto incolor analisado e o emprego de um método que
atenue os efeitos interferentes da matriz, como por exemplo, a obtencdo da curva
por adicdo de padrdes para quantificacdo da progesterona em agua a partir de

solucéo padrdo do composto preparada em etanol.
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