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Resumo

Resumo

A realizacdo desta dissertacdo teve como objetivo a implementacdo e validacdo de um
método de ensaio para a analise de 17B-estradiol, um desregulador enddcrino, em aguas des-
tinadas ao consumo humano, de modo a cumprir o limite estipulado de 1 ng/L, pela Diretiva

2020/2184, e em aguas superficiais e subterraneas.

A metodologia analitica utilizada foi a cromatografia liquida de ultra eficiéncia associada
a espetrometria de massa tandem (UPLC-MS/MS), com ionizacédo por Electrospray no modo

negativo, utilizando a extracdo em fase solida (SPE) como técnica de preparacdo da amostra.

O desenvolvimento do método iniciou-se com a otimizacdo das condi¢cdes de formacao
do ido precursor e dos iBes produto no espetrometro de massa, de forma a definir duas transi-
¢cbes MRM, a serem utilizadas na quantificacdo e identificacdo do analito. Apos definidas as

condi¢Bes de monitorizagdo, foram definidas as condi¢gdes cromatogréficas.

Na validacdo do método analitico, foram avaliados pardmetros como a linearidade da
gama de trabalho (1,0 — 10 ug/L), precisdo, exatidao, limiares analiticos, efeitos de matriz e
estimativa da incerteza. O coeficiente de correlac@o da reta de calibrac@o obtido foi superior a
0,995 e a linearidade foi comprovada através de testes estatisticos. Na precisdo, em termos de
repetibilidade e de precisdo intermédia, os coeficientes de variacdo obtidos foram inferiores a
15%. Globalmente, a recuperacdo média obtida foi de 103,8% com um coeficiente de variacédo
de 10,7%. O limite de quantificacdo do método obtido foi de 0,39 ng/L, o que permite o cum-
primento do limite estipulado. Verificaram-se ainda efeitos de matriz significativos, logo o de-
senvolvimento foi efetuado através do método de padréo interno, com 17p-estradiol-Ds. A esti-

mativa da incerteza expandida considerada, para esta metodologia, foi de 23,2%.

Conclui-se que foi possivel validar o método desenvolvido e que este pode ser imple-
mentado em rotina no controlo da qualidade de aguas.

Palavras-chave: 17B-estradiol, desregulador endécrino, 4guas, SPE, UPLC-MS/MS, validagéo.






Abstract

Abstract

The purpose of this dissertation was to implement and validate an analytical method for
the analysis of 17B-estradiol (an endocrine disruptor) in drinking water, in order to comply with

the limit of 1 ng/L specified in the Directive 2020/2184, and in surface and groundwater.

The analytical methodology used was based on ultra performance liquid chromatography
associated with tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS), that comprised Electrospray ioni-
zation in negative mode. Solid phase extraction (SPE) was used as sample preparation tech-

nique.

The work development started with the optimization of the mass spectrometer conditions
to form the precursor ion and the product ions of 173-estradiol, in order to define two MRM tran-
sitions, to be used in the quantification and identification of the analyte. After defining the moni-

toring conditions, the chromatographic conditions were defined.

Regarding the analytical method validation, parameters such as linearity of the working
range (1.0 — 10 pg/L), precision, accuracy, detection and quantification limits, matrix effects and
uncertainty estimation were evaluated. The correlation coefficient of the calibration curve was
greater than 0.995 and the linearity was proven through statistical tests. As for precision, in
terms of repeatability and intermediate precision, the coefficients of variation obtained were less
than 15%. Overall, the average recovery obtained was 103.8% with a coefficient of variation of
10.7%. The quantification limit of the method was 0.39 ng/L, which complies with the ac-
ceptance criteria. Significant matrix effects were detected, and consequently the method devel-
opment was carried out using the internal standard method, with 17B-estradiol-Ds. For this

methodology, the expanded uncertainty estimate considered was 23.2%.

It was possible to conclude that the analytical method is valid and it can be implemented

for routine control of 17f3-estradiol in water samples.

Keywords: 17B-estradiol, endocrine disruptor, water, SPE, UPLC-MS/MS, validation.
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Capitulo 1 - Introducéo

Capitulo 1 — Introducao
1.1. Motivacdo e Enquadramento

A agua potavel é definida como a dgua que é adequada para o consumo humano, ou se-
ja utilizada para beber, cozinhar ou para higiene pessoal. Esta € classificada como segura se
ndo contiver toxinas, substancias cancerigenas, microrganismos patogénicos ou nao causar

outros riscos associados a satde 1,

A agua doce é a fonte da agua que bebemos, contudo esta representa menos do que
3% da agua total do nosso planeta, sendo que a dgua que usamos representa menos do que
1%, uma vez que a maior parte se encontra em calotes de gelo, glaciares ou no subsolo. As-
sim, a agua potavel provém de aguas superficiais, como rios, lagos e lagoas, e de aguas sub-

terraneas 1.

Um dos problemas mais comuns, que preocupa pessoas em todo o mundo, é 0 acesso a
agua potavel e saneamento, que séo reconhecidos, pela Organizacdo das Nacdes Unidas,
como direitos humanos. O direito a dgua diz que todas as pessoas devem ter acesso a agua

suficiente, segura, aceitavel, fisicamente acessivel e barata para uso pessoal e doméstico 34,

A &gua é um recurso natural finito, sendo que a sua escassez tem vindo a aumentar, de-
vido ao crescimento da populacdo mundial e devido a procura do setor industrial e doméstico
das economias emergentes. Como esta é indispensavel a sobrevivéncia do Homem e dos

ecossistemas, a sua preservacdo é muito importante 91,

Apesar da maior parte da agua ser tratada antes de entrar nas nossas casas, 0S custos
associados a esses tratamentos e os riscos para a salde podem ser reduzidos, se as fontes de
agua potével forem protegidas de contamina¢fes. Porém, a contaminacgdo surge, muitas vezes,

de atividades quotidianas ["*8l.

A qualidade da agua para consumo é um indicador essencial para avaliar o nivel de de-
senvolvimento de um pais e o bem-estar da sua populagdo. A avaliacdo de diversos parame-
tros fisicos, quimicos e bioldgicos é fulcral para verificar que os valores se encontram dentro
das referéncias definidas pela legislacdo, de modo a permitir e encorajar as pessoas a bebe-

rem agua da torneira [°-11,

Considera-se que inUmeras substancias quimicas podem introduzir-se no ambiente,
sendo que muitas delas em pequenas gquantidades, na ordem dos nanogramas por litro (ng/L) e
dos microgramas por litro (ug/L). Contudo, muitos destes compostos nédo estéo incluidos como

poluentes na legislacdo 1131,
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Existe uma preocupacdo crescente com compostos presentes no meio ambiente que
podem interferir com o sistema enddcrino de humanos e de outros animais e provocar efeitos

adversos. Estas substancias sdo chamadas de desreguladores enddcrinos (EDCs) %1,

Um desregulador endécrino pode ser definido como uma substancia ou mistura exégena
gue altera uma ou varias fungfes do sistema endocrino e, consequentemente, causa efeitos
adversos na saude de um organismo intacto, ou na sua descendéncia, ou (sub)populacgées.
Estas substancias podem ser naturais, como por exemplo as hormonas esteroides, ou sintéti-
cas, como por exemplo alguns pesticidas 419,

Os EDCs podem atuar através da mimetizacdo ou antagonizacdo de hormonas endége-
nas, da alteragdo do modelo de sintese ou metabolismo das hormonas, ou da modificagédo dos
niveis de recetores hormonais. Assim, estes podem interferir com a reproducédo e o desenvol-

vimento [26],

Os estrogénios sdo uma classe de hormonas esteroides que sdo, maioritariamente, pro-
duzidos pelas glandulas suprarrenais e pelos ovarios, e sédo responsaveis pelo desenvolvimen-
to e regulacio do sistema reprodutivo feminino e das caracteristicas sexuais secundarias 181,
As hormonas incluidas nesta classe sdo o B-estradiol (E2) e os seus metabolitos, a estrona
(E1) e o estriol (E3), que sado regularmente excretados, por humanos e animais, através da

urina e das fezes [19:20],

A principal fonte destas hormonas sdo as esta¢fes de tratamento de aguas residuais,
uma vez que estas ndo sdo completamente removidas pelos processos de tratamento, portanto
sdo descarregadas continuamente para o meio ambiente, principalmente para dguas superfici-
ais. Devido a possibilidade de desregulacdo endécrina, tanto em humanos como em animais, o
teor de estrogénios presente nas aguas superficiais é importante, pois estas sao uma fonte de
agua potavel 1221 Os estrogénios também podem entrar no ambiente devido a escoamentos

agricolas para as aguas recetoras 2,

Varios estudos demonstraram que a presenca de hormonas estrogénicas na agua pro-
voca feminizacdo dos peixes. Para além disso, provocam modificagcdes na reprodugéo e no
comportamento sexual, reducdo da fertilidade, desequilibrio na propor¢éo sexual, assim como

alteracéo de outras caracteristicas reprodutivas [16:18.24.25.27],

A observacéo dos riscos para a saude de organismos aquéticos, associados a exposicao
a hormonas estrogénicas, levantou questdes para os possiveis efeitos no Homem 23],

Os estrogénios exdgenos tém sido associados ao aumento do cancro da mama e do

cancro da préstata, apesar de a relacdo de causa-efeito ainda ser discutida (2527:28],

O E2 é a hormona estrogénica natural mais abundante e mais potente, que pode causar

disrupcéo enddcrina a concentracdes muito baixas, dai merecer especial atengao (23261,
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Na Diretiva 2020/2184 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro, foi
estabelecido um valor paramétrico de referéncia de 1 ng/L para o composto 173-estradiol, em
aguas para consumo humano. Até 12 de janeiro de 2022 sera estabelecida uma primeira lista
de vigilancia de substancias presentes em aguas para consumo humano, da qual o estradiol ira

fazer parte (3,

O presente estudo tem como objetivo a implementacdo e validagdo de um método de

monitorizacao do B-estradiol em aguas, de acordo com o valor de referéncia acima indicado.

1.2. EPAL

A EPAL — Empresa Portuguesa das Aguas Livres, S.A., é uma sociedade anonima de
capitais inteiramente publicos que é detida a 100% pela AdP — Aguas de Portugal, SGPS, S.A.,
integrando o Grupo Aguas de Portugal. Foi fundada em 1868, sendo que, na altura, se deno-
minava de CAL — Companhia das Aguas de Lisboa. Até 1935, a area de intervencdo da EPAL
estava circunscrita ao abastecimento e distribuicdo de agua no concelho de Lisboa. A partir
desse ano, a sua area de intervengcdo aumentou, passando a abastecer em alta diversos muni-

cipios.

Atualmente, a EPAL partilha a concesséo da exploracédo e da gestdo do Sistema Munici-
pal de Abastecimento de Agua e de Saneamento de Lisboa com as Aguas do Vale do Tejo -
AdVT - sendo responséaveis pela captacdo, producédo, transporte e distribuicdo de agua para
consumo humano a 3,5 milhdes de habitantes, em 87 municipios, que ocupam 33% do territo-
rio continental portugués. Tendo em conta a sua area de intervencdo e o niumero de consumi-
dores, a EPAL apresenta uma captagdo de agua anual de cerca de 219,5 milh6es de metros

cubicos.

O sistema de captacdo de agua tem origem superficial e subterrdnea. Existem duas cap-
tagcBes superficiais, na Albufeira de Castelo do Bode (rio Zézere) e em Valada Tejo (rio Tejo),
sendo que o subsistema de Castelo de Bode é o mais importante, pois representa 75% da ca-
pacidade de producdo. Ja as captacdes subterraneas dizem respeito aos poc¢os de Lezirias,
Ota e Alenquer. Toda a 4gua captada necessita de ser tratada antes da sua distribuicéo, para
tal, a EPAL possui duas Estacbes de Tratamento de Agua (ETA), a da Asseiceira e a do Vale
da Pedra.

A EPAL possui também dois laboratérios de Controlo da Qualidade da Agua, um locali-
zado em Lisboa, onde foi desenvolvido o presente estudo, onde se realiza o controlo analitico
das aguas captadas, tratadas, aduzidas e distribuidas pelo sistema, e outro localizado em Vale
da Pedra, onde se realiza o controlo operacional de tratamento da ETA. Os laboratérios encon-

tram-se acreditados de acordo com a norma NP ISO/IEC 17025 — “Requisitos gerais de compe-
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téncia para laboratérios de ensaio e calibragdo”. A acreditacdo permite que sejam analisados
110 parametros da qualidade da agua, o que corresponde a 198 compostos, através de 135

métodos analiticos.

O objetivo do controlo é garantir a qualidade da agua, desde os recursos hidricos até a
torneira do consumidor. A Direcéo de Laboratérios (LAB) é responsavel pela concecéo, imple-
mentac&o e gestdo do Plano de Controlo da Qualidade da Agua no Sistema de Abastecimento
da EPAL (PCQA). O PCQA tem dois objetivos fundamentais, assegurar que certos parametros
se encontram dentro dos limites estabelecidos pela legislagdo em vigor (controlo legal) e efe-
tuar um controlo operacional que permita detetar possiveis anomalias, ocasionais ou sistemati-
cas, na qualidade da agua, de modo a permitir a implementacdo de medidas preventivas efica-

Zes.

Por forma a garantir a maxima qualidade da agua fornecida, a EPAL efetua, anualmente,
mais de 300 mil analises, apresentando mais de 99% de conformidade com os parametros
legislados. Para além disso, controla ainda outros parametros que nao sao obrigatérios e reali-
za um numero de andlises superior ao estabelecido na legislacdo de forma a garantir o forne-

cimento de uma agua de qualidade ao consumidor final 341,

1.3. Composto em Analise

O composto em estudo, o 17B-estradiol, também denominado por B-estradiol ou E2, per-
tence a familia das hormonas esteroides, mais especificamente aos estrogénios, sendo produ-
zido naturalmente pelo organismo a partir do colesterol. Os estrogénios naturais sdo muito
importantes para a saude humana, mas, quando libertados para o ambiente, podem provocar

disrupcéo endocrina na escala dos ng/L 1819261,

Na Figura 1.1 observa-se a estrutura molecular do 173-estradiol. Esta consiste em trés
anéis hexagonais (A,B,C) e um anel pentagonal (D), sendo que o anel A é fendlico. Para além
disso, possui grupos hidroxilo nas posi¢des 3 e 17, dos quais, 0 grupo presente na posi¢éo 17

se situa acima do plano da molécula, isto €, na posigéo “B” 24,

Figura 1.1 - Estrutura molecular do estradiol.
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As propriedades fisico-quimicas do B-estradiol encontram-se representadas na Tabela
1.1.

Tabela 1.1 - Propriedades fisico-quimicas do composto.

Propriedades fisico-quimicas B-estradiol
Foérmula molecular C1sH2405
Numero CAS 50-28-2
Massa molar (g/mol) 272,38
Solubilidade na agua, S, a 20°C (mg/L) 13 38
Coeficiente de particdo, log Kow 3,1 —4,0 128
Cologaritmo da constante de acidez, pKa; 10,5 — 10,7 128
Pressé&o de vapor (mm Hg) 2,3 x 10710 [38]

Propriedades fisico-quimicas como a solubilidade na agua e o coeficiente de particdo

sdo cruciais para entender o destino das substancias no ambiente.

O Kow € a razdo de concentracdo de um composto organico entre octanol e agua, no
equilibrio. Os valores de Kow sdo usados para medir a lipofilicidade e correlacionam-se inver-
samente com a solubilidade. Assim, com o aumento da lipofilicidade, os valores de log Kow
também aumentam, o que significa que o composto tem maior tendéncia para se associar com
matéria organica sélida. Um valor abaixo de 2,5 demonstra que existe pouco potencial de sor-
¢do, jA um valor acima de 4 demonstra que existe um grande potencial de sorcdo. O estradiol é

relativamente lipofilico, portanto € moderadamente soltivel em agua 24391,

O elevado valor de pKa indica que o B-estradiol € um acido fraco. Este parametro permi-
te analisar o grau de ionizagdo do composto, sendo que este varia com o pH. Para um pH su-
perior ao pKa ocorre dissocia¢éo e o composto fica carregado negativamente (no grupo hidroxi-

lo na posicéo 3 da Figura 1.1). Ja a press&o de vapor, indica que o composto nédo é volatil 25271,

1.3.1. Origem, destino e efeitos

Todos os seres humanos, bem como os animais podem excretar hormonas esteroides,
gue entram no meio ambiente através de descarga pelo esgoto ou eliminacdo de residuos ani-
mais. Contudo, pensa-se que a excre¢cdo humana é a principal causa das elevadas concentra-

¢cBes no ambiente 1839,

Em mulheres, durante os anos reprodutivos, o B-estradiol € o estrogénio mais produzido.
J& durante a menopausa, o0s ovarios deixam de produzir E2, sendo que, no periodo seguinte, a
sua producao decresce substancialmente e passa a ser constante. Assim, o E2 € o estrogénio
mais importante desde a menarca até & menopausa 8.
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Para além de ser produzido naturalmente pelo organismo, o estradiol € utilizado como
principio ativo em Tratamentos de Reposi¢cdo Hormonal (HRT), de modo a atenuar os sintomas
da menopausa 2443, As hormonas esteroides sdo também utilizadas em animais cujo propésito
€ produzir carne, uma vez que induzem o crescimento, logo o E2 pode encontrar-se em alimen-

tos e bebidas de origem animal 1824,

O estradiol é excretado pelo corpo humano, maioritariamente pela urina (95%), nas suas
formas conjugadas biologicamente inativas de sulfato e de glicuronideo, todavia as formas
conjugadas biotransformam-se facilmente na forma livre, que é biologicamente ativa. O proces-
so de clivagem ainda ndo estd bem estudado, sendo que uma hip6tese € que os responsaveis
sdo microrganismos, como por exemplo a bactéria Escherichia coli. Quando comparadas com
a forma ndo conjugada, as formas conjugadas tém pouca atividade estrogénica. Sabe-se que a

conjugacéo pode ocorrer na posi¢do Cs, na posicdo Ciz ou em ambas [18.26:35.36,40-42]

A excrecdo de estrogénios varia de acordo com o sexo, com a fase de desenvolvimento
e com o estado fisiolégico, tendo as mulheres gravidas e as mulheres férteis uma maior contri-

buico 291,

Uma mulher excreta cerca de 5 ug/dia de 17B-estradiol na urina. Durante a gravidez, a

excrecao diaria € cerca de 308 ug. Por outro lado, os homens segregam 1,5 ug/dia [18:25:36],

Nas fezes, as mulheres férteis e as mulheres gravidas excretam 0,2 e 202 ug/dia de E2,

respetivamente 29,

Os valores de B-estradiol, aproximadamente, produzidos e excretados pela urina diaria-

mente encontram-se na Tabela 1.2 [18:36],

Tabela 1.2 - Concentragfes de E2 produzidas e excretadas pelos seres humanos.

. Quantidade Quantidade .
Populacéo roduzida (pg/dia) excretada na urina
P P9 (ug/dia)
Mulheres (antes da puberdade) 13 -
Mulheres (durante o ciclo) 82 - 695 0,3-5
Homens (antes da puberdade) 6,5 -
Homens 48 1,5

Nos animais, a excre¢do diaria varia também de acordo com a espécie, 0 sexo, a idade,
o ciclo circadiano e o estado reprodutivo. Nos bovinos e nas ovelhas, os estrogénios sao maio-
ritariamente excretados pelas fezes, 50-70% e 96%, respetivamente. Enquanto, nos porcos e

nas aves sao principalmente segregados pela urina, 90-96% e 69%, respetivamente.

Tal como nos humanos, a excrecdo de hormonas é maior quando relacionada com a re-
producdo. E dificil estimar a quantidade de estrogénios que é excretada pelos animais para o
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meio ambiente, uma vez que os dados que dizem respeito a esses niveis sao obtidos, maiorita-
riamente, a partir de estudos focados no ciclo hormonal de fémeas e animais maduros para fins
de reproducéo, o que nao representa o cenario completo [“}. Portanto, as hormonas podem ser
libertadas diretamente através da urina e das fezes dos animais ou, indiretamente, através da

aplicacdo de estrume como fertilizante dos terrenos agricolas 2741,

Os estrogénios tém sido detetados em afluentes e efluentes, em particular, no solo e
corpos de agua em regides perto de Estacdes de Tratamento de Aguas Residuais (ETARS) e
estrume animal. As hormonas podem ser encontradas em aguas subterraneas, em aguas Su-

perficiais, em &guas do solo e em aguas de escoamento agricola 27,

A Figura 1.2. representa um esquema das fontes e destinos do estradiol no ambiente.

B-Estradiol

\ 4

Animais Humanos

Natural Promotor de Natural HRT
crescimento

Urina e fezes Urina e fezes
4
Estrume ETAR
4 ¥ v
Agua subterranea Agua superficial Aplicagéo de lamas no solo

Figura 1.2 - Esquema das fontes e destinos do estrogénio E2 no ambiente (adaptado de [23]).

Uma das principais fontes de contaminacdo das aguas, através da presenca de E2, sdo
as ETARs, uma vez que os estrogénios ndo sdo completamente removidos ou degradados

através de processos bioldgicos. Devido a eliminagdo incompleta, o B-estradiol é descarregado
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em aguas recetoras, como por exemplo rios, o que faz com que o efluente seja indiretamente
reutilizado 2237,

A Tabela 1.3 apresenta varias concentracées médias ou gamas de concentracdes do

composto detetadas no meio ambiente em diversos paises 344,

Tabela 1.3 - ConcentragGes médias ou gama de concentra¢gfes do E2 detetadas em varios paises.

Substancia (;Ogg?engizii;)/:; Condicdes Pais |Referéncia
4,4 -10,1 Agua superficial
1,2-10,8 Agua superficial | Portugal [44]
52-57 Agua superficial
15 Esgoto doméstico
0,15-5,2 Efluente de ETAR
r — Alemanha
0,15-3,6 Agua superficial
02-2 Agua potéavel
<0,6 - 12 Efluente de ETAR | Paises
<0,3-5,5 Agua superficial | Baixos
11 -17 Afluente de ETAR
5-9 Efluente de ETAR | Franca
1-3 Agua superficial
2,7-48 Efluente de ETAR
17B-Estradiol 05-7 Agua superficial | Inglaterra
1,6-74 Efluente de ETAR [13]
10-31 Afluente de ETAR
3-8 Efluente de ETAR ltalia
2-6 Agua superficial
<0,5-20 Esgoto doméstico | Italia e
<0,5-7 Efluente de ETAR | Holanda
11 Esgoto doméstico , .
0,5 Efluente de ETAR Suecia
0,27 — 2,67 Agua superficial | Estados
048-3,66 | Efluente de ETAR |00 da
’ ’ Ameérica
6 Efluente de ETAR | Canada
21 Esgoto doméstico | Brasil

A exposicdo ao B-estradiol por organismos aquaticos demonstrou provocar efeitos ad-
versos, mesmo em concentragdes muito pequenas. A evidéncia mais reportada diz respeito a
feminizagdo dos peixes macho. Verificou-se que estes produziam vitelogenina (uma proteina
plasmética especifica do sexo feminino), apresentavam gonadas de ambos 0s sexos, uma

diminuicdo nas caracteristicas sexuais masculinas, uma contagem reduzida de espermatozoi-
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des e uma diminuicdo do comportamento sexual. Além disso, também se observou uma redu-
¢do na producéo e ecloséo de ovos, um desequilibrio na propor¢cédo sexual e uma reducao na
fertilidade 116181,

Os estrogénios sdo essenciais para a fisiologia humana normal, contudo tornam-se um
problema se acumularem no meio ambiente e entrarem na cadeia alimentar. Alguns estudos
demonstraram que a exposi¢do ao estradiol em criangas, em pré-puberdade e na puberdade,
pode provocar um crescimento excessivamente rapido, puberdade precoce em mulheres e
puberdade tardia em homens. Este composto também pode interferir na produgdo de esperma,
afetar a fertilidade masculina e aumentar a incidéncia de cancro da mama, cancro testicular e

cancro da prostata 1825271,

Assim, tendo em conta os riscos que 0s estrogénios, mais especificamente o estradiol,
por ser 0 mais potente, apresentam para a saude humana e animal, a sua monitorizacao é de

extrema importancia 2.

1.4. Legislacao

Tendo em conta a importancia da agua, foi necessario estabelecer normas de qualidade,
através da elaboracéo de Diretivas pelo Parlamento Europeu e pelo Conselho, que devem ser
satisfeitas pelos Estados-Membros da Unido Europeia, para que seja feito um esforco conjunto
na recuperacao e preservacdo ambiental dos recursos hidricos.

Em setembro de 2000 foi adotada a Diretiva 2000/60/CE do Parlamento Europeu e do
Conselho, de 23 de outubro, com o nome Diretiva Quadro da Agua (DQA). A DQA é o principal
instrumento da Politica da Unido Europeia relativa a agua, estabelecendo uma estrutura para a
protecdo e utilizacdo sustentével das aguas de superficie e subterrdneas no espaco comunita-

rio, através de uma abordagem e de objetivos comuns e coordenados entre si 45471,

A 31 de janeiro de 2012, foi elaborada uma proposta de diretiva, COM(2011)876, que
pretendia alterar as Diretivas 2000/60/CE e 2008/105/CE no que respeita as substancias priori-
tarias no dominio da politica da agua. Esta proposta mencionava o B-estradiol como uma subs-
tancia prioritaria, estabelecendo-se uma norma de qualidade ambiental expressa em valor mé-
dio anual, tanto para aguas de superficie interiores como para outras aguas de superficie, cujos

valores definidos foram de 0,4 ng/L e 0,8 ng/L, respetivamente 4748,

A 12 de agosto de 2013, a Unido Europeia emitiu a Diretiva 2013/39/UE do Parlamento
Europeu e do Conselho, aprovando a incluséo de 12 das 15 substancias propostas no docu-
mento COM(2011)876. O 17B-estradiol foi uma das substancias que ficaram excluidas, portan-
to ndo foram definidos valores limite, porém este composto foi inserido numa lista de vigilancia.

Esta lista foi criada com o intuito de recolher mais dados de monitorizacdo, de modo a estabe-
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lecer o risco que a substancia apresenta para o ambiente e recolher dados para definir futuras

prioridades [29:30:49],

Na Deciséo de Execucdo (UE) 2015/495 da Comisséo, de 20 de marco, foram estabele-
cidas as 10 substancias a monitorizar, bem como os limites de detecdo maximos aceitaveis,

sendo que o limite estabelecido para o E2 foi de 0,4 ng/L B2,

Em 2018, a lista de vigilancia foi atualizada através da Decisdo de Execucédo (UE)
2018/840 da Comissao, de 5 de junho. Contudo o composto permaneceu na lista, devido as
recuperacdes e aos efeitos de matriz obtidos, que ndo permitiram atingir a sensibilidade dese-

jada (265051,

Como o periodo maximo de monitorizagdo continua de uma substancia nao pode exce-
der os 4 anos, a obrigatoriedade de monitorizacdo cessou em 2019, de acordo com a Decisdo
de Execucédo (UE) 2020/1161 da Comisséo, de 4 de agosto. Assim, o B-estradiol ja ndo se en-
contra na lista de substancias prioritarias em aguas de superficie, sendo que, até ao momento,

nenhum valor paramétrico foi definido (4.

Mais recentemente, na Diretiva 2020/2184 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16
de dezembro, relativa a qualidade da agua destinada ao consumo humano, o 17f3-estradiol, por
ser um EDC representativo, foi considerado como uma referéncia para avaliar a ocorréncia de
desreguladores enddcrinos e a sua eficacia de tratamento sempre que necessario. Assim, foi
estabelecido um valor de referéncia de 1 ng/L em &guas para consumo humano. Esta diretiva

entrou em vigor a 12 de janeiro de 2021 3352,

Tendo em conta a Diretiva supramencionada, sera estabelecida uma primeira lista de vi-
gilancia de substancias presentes em agua para consumo, até 12 de janeiro de 2022, na qual o
estradiol serd incluido, devido as suas propriedades de desregulador enddcrino e ao risco que

representa para a satide humana 31,

Portanto, o Decreto-Lei n.° 152/2017, de 7 de dezembro, atualmente em vigor, relativo a
qualidade da agua para consumo humano, ndo menciona nenhum valor limite para o B-
-estradiol, porém este composto j& € monitorizado pela EPAL com um limite de quantificacéo
de 50 ng/L B3,

10
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Capitulo 2 — Metodologia Analitica

Desde o inicio dos estudos da Quimica que os métodos analiticos tém sido muito impor-

tantes como forma de determinar que compostos estéo presentes numa amostra 541,

A melhoria de métodos analiticos existentes ou o desenvolvimento de novos métodos
advém do facto de ser necessario trabalhar com pequenas quantidades de amostra, com mate-
riais mais complexos, com processos que ocorrem em periodos mais curtos e com compostos

presentes em concentragdes mais baixas 54,

A monitorizagdo do B-estradiol em aguas € um desafio devido a baixa concentra¢éo do
analito e a complexidade da matriz. A maioria dos métodos utilizados para a determinagéo de
estrogénios em amostras aquosas, requerem um passo de extracdo e pré-concentracao, tais
como Extracdo em Fase Sélida (SPE), Extracdo Liquido-Liquido (LLE) e Microextracdo em
Fase Solida (SPME) 138551,

Os métodos de detecdo de estrogénios em aguas podem ser de trés tipos: analises qui-
micas, imunoensaios e bioensaios. A detecdo quimica pode ser dividida em técnicas cromato-
graficas e ensaios eletroquimicos. As técnicas cromatogréaficas incluem, essencialmente, a
combinacdo de cromatografia com espetrometria de massa, como por exemplo a cromatografia
liquida de ultra eficiéncia acoplada a espetrometria de massa tandem (UPLC-MS/MS). Os imu-
noensaios dizem respeito a radioimunoensaios e a ensaios de imunoabsor¢cdo enzimatica. Os

bioensaios s&o divididos em ensaios in vitro e ensaios in vivo 81,

O procedimento mais utilizado para detetar e quantificar estrogénios em amostras ambi-
entais inclui o passo de extragdo em fase soélida, seguido por técnicas instrumentais baseadas

em cromatografia liquida, normalmente acoplada a espetrometria de massa [1249-59],

Nas Tabelas 2.1 e 2.2, apresentam-se alguns estudos realizados em diferentes matrizes,
incluindo as técnicas utilizadas e os resultados obtidos.

11
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Tabela 2.1 - Dados de estudos para determinagdo de estrogénios em aguas.

[108]

guadrupole mass spectrometer

5pum)

HLB, 12 mL, 500 mg)

Estudo Matriz Método Analitico Equipamento Coluna Preparagdo da Fator de ~
amostra concentracao
Ripollés et. al, 2014 |, - Waters ACQUITY UPLC com Xevo TQ-S triple |UPLC BEH C18 (100 x2,1 mm, 1,7 SPE (cartucho Oasis
[28] Agua superficial UPLC-(ESIMS/MS (com P - E2-Dy) quadrupole mass spectrometer pm) HLB, 6 mL, 200 mg) 500
Fu et al, 2016 [107] Agua para consumo HPLC-(ESI-)MS/MS (com PI - *Cs  |Agilent 1290 Infinity LC com Agilent 6460 Agilent InfinityLab Poroshell HPH-C18, |SPE (disco SPEC 47 1000
T humano estradiol) Triple Quadrupole LC/MS 3,0 x100 mm, 2,7 ym mm C18AR)
Agua para consumo PerkinElImer QSight LX50 UHPLC system com
Wu et. al, 2019 [20] [humano, dgua superficial[UHPLC-(ESI-)MS/MS PerkinElmer QSight 420 triple quadrupole Bownlee, SPP C18,50 x3 mm, 2,7 ym |- -
e agua pluvial mass spectrometer
Pedrouzo et. al, 2009 Agua superficial HPLC-(ESI)MS/MS Agilent Technologies HP1200 series LC—triple [Kromasil 100 C18 (25,0 cm x 0,46 cm, [SPE (cartucho Oasis 500

Kumar et. al, 2009 Aguasuperficial

UPLC-(ESI-)MS/MS (com PI - E2-Dy)

Waters ACQUITY UPLC com Micromass

UPLC BEH C8 (100 x2,1 mm, 1,7 pm)

SPE (cartucho Oasis

1000

[35] Quattro Premier tandem MS HLB, 200 mg, 6 mL)
Tavazzi et. al, 2016 |, - UPLC-(ESI-)MS/MS (com PI- *C,- |Waters ACQUITY UPLC com SCIEX QTRAP SPE (cartucho Oasis
(39] Agua superficial estradiol) 5500 UPLC BEH C18 (50 x2,1 mm, 1,7 ym) HLB , 200 mg, 6 mL) 2000

Tabela 2.2 - Resultados obtidos de estudos para determinacdo de estrogénios em aguas.

Tempo de Intervalo de .
Estudo Transic6es MRM retencao linearidade Recuperacgéo (CV) (%) ’I\EAf:tltr?Zs(od/; I("r%?l_) I(_n?;/DL)
(min) (mg/L)
Ripollés et. al, 2014 270.9144.9: 270.9182.9: 27092389  |4.49 001-5 99 (11,1) [0,1 ng/L] 50 02¢ 006
[28] 106 (1,89) [1 ng/L]
Fuet. al, 2016 [107] |271,2—145,1;271,2—-183,2 5,76 0,00125-0,05 (87,8 (6,7) [12,5 ng/L] - 12* 10,35
Wu et. al, 2019 [20] |271,4—145,1;271,4—143,1;271,4—-1832  |4,85 0,001 -2 45,1 -107 [5,10 e 100 ng/L] |- 1,0 |05
'[31%%30”20 et.al, 2009\ 2, 145271183 17-22 0,075-15 32 (13) [100 ng/L] - 100* (30
I[él;r]nar et.al, 2009 2710144 8 8,14 0.1-100 75 (<8) 27 17+ o5
Tavazzietal, 2016 1,74 1459715143 45 0,00008 - 0,111 |67,5 (10) [10 ng/L] Naose 1, 4g 003
[39] verificaram

* valores estimados a partir do LOD
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2.1. Preparacédo da Amostra

A preparacdo da amostra € um passo fundamental que tem como objetivos remover os
compostos interferentes, isolar ou enriquecer os analitos, ou melhorar as suas propriedades de
detecéo através de derivatizagdo. Assim, o principal objetivo é transferir os analitos de interes-

se da matriz original para uma forma mais adequada para efetuar a detegéo [56-581,

Normalmente, uma amostra colhida ndo pode ser diretamente analisada, dai a importan-
cia da sua preparacgédo, contudo este é um passo limitante na velocidade de obtencao de resul-
tados. Este passo pode demorar até 80% do tempo total de um procedimento analitico. Para
além disso, podem ser introduzidos erros, maioritariamente devido a perda de analito e a pos-

sibilidade de contaminagdo da amostra 596267,

A remocao dos compostos interferentes, evita ndo so a coeluicdo com os compostos de
interesse, como também garante a longevidade das colunas cromatograficas e evita limpezas

constantes ao sistema de injecéo ¢,

O modo de preparagdo da amostra depende de varios fatores, tais como da matriz, das
propriedades do analito, do nivel de concentracdo em que a andlise deve ser realizada, dos
custos, do tempo de andlise, da facilidade de automatizacdo e do método de separa-
cAo/detecdo que se segue %689, Portanto, idealmente, o0 método selecionado deve ser 1) facil
de manusear; 2) simples, de modo a evitar a introducéo de erros; 3) seletivo, portanto, conter o
menor nimero possivel de interferentes, para que exista maior detetabilidade; 4) rapido e ro-
busto; 5) automatizado; 6) consumir o menor volume possivel de solventes, atendendo a Qui-

mica “Verde”, e 7) operado a um baixo custo por amostra 667,

Atualmente, a SPE € uma das ferramentas mais utilizadas para a extragdo e/ou con-
centragcdo de analitos em matrizes complexas, que veio substituir muitas técnicas classicas de
LLE. Em comparacdo com as técnicas de LLE, a SPE é mais simples, demora menos tempo,
utiliza menos solventes orgéanicos, melhora a recuperagéo dos analitos, proporciona um melhor
ajuste da seletividade devido a escolha apropriada da fase estacionaria, € mais facilmente au-

tomatizada e evita a formacdo de emulsGes 6263,

2.1.1. Extracdo em Fase Solida

A técnica de SPE envolve a particdo do soluto entre uma fase liquida (amostra) e uma
fase sdlida (adsorvente). Quando o objetivo é a concentracdo do analito, este é adsorvido,

sendo que, posteriormente, é eluido do adsorvente com um solvente apropriado (eluente). Por

13
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outro lado, quando o objetivo € a limpeza da amostra, os interferentes ficam retidos e os com-

postos de interesse s&o eluidos diretamente [65-68],

As primeiras aplicacdes experimentais desta técnica estdo associadas ao inicio da anali-

se de compostos organicos em agua, a partir da década de 1950 [63:64,

Nas décadas de 1960 e de 1970 deu-se um grande desenvolvimento da SPE, por forma
a encontrar a melhor fase sélida, sendo que se procedeu a introducao de materiais poliméricos,

0 primeiro dos quais poliestireno e, mais tarde, silicas ligadas [57:64,

ApOs o desenvolvimento e a grande aplicagcdo da técnica, ficou claro que nao existe um
material adsorvente universal adequado para reter uma variedade de compostos distintos para
diversas aplicagfes. Assim, a investigacdo e desenvolvimento de novos materiais € focada na

descoberta de um material ideal para uma certa aplicagéo 764,

O tipo de enchimento sélido deve ser selecionado tendo em conta os mecanismos de in-
teracdo entre a fase sélida e o analito de interesse. Por sua vez, as interacdes dependem das
propriedades hidrofébicas, polares e i6nicas do analito e do adsorvente. Os mecanismos de
retencdo mais comuns sao baseados em forcas de van der Waals (interacfes apolares ou hi-
drofébicas), pontes de hidrogénio, ligacdes dipolo-dipolo (interacbes polares) e interacdes ioni-

cas [68],

Existe uma grande variedade de enchimentos disponiveis desde carvao grafitizado, ter-
ras de diatoméaceas, alumina, Florisil, silica, silica ligada (octadecil, octil, etil, ciclohexil, fenil,

cianopropil, diol, aminopropil, entre outros) e polimeros porosos macroreticulares "4,

Ao contrério das silicas ligadas, os polimeros podem ser usados a qualquer pH e nédo
contém grupos silanol (SiOH), que podem ser problematicos, uma vez que podem reter irrever-
sivelmente compostos basicos. A area superficial €, geralmente, superior e, portanto, a adsor-
¢do dos compostos tende a ser mais completa. Na maioria dos casos, 0s analitos adsorvidos
sdo facil e quase completamente eluidos do adsorvente polimérico com um pequeno volume de
solvente [67%9, Os polimeros mais utilizados s&o o poliestireno-divinilbenzeno e o po-
li(divinilbenzeno-co-N-vinilpirrolidona), devido ao facto de estes polimeros apresentarem um
equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB), sendo possivel extrair uma grande variedade de analitos,

guer estes sejam acidos, basicos ou neutros, ou quer sejam polares ou apolares 69,

A extracdo em fase sélida pode classificar-se em trés tipos: em fase reversa, em fase
normal e em troca i6nica. Neste caso, a extracdo efetuada foi em fase reversa 9,

A extragcdo em fase reversa envolve uma matriz polar ou moderadamente polar, uma fa-
se estacionaria apolar e o analito de interesse, tipicamente, tem polaridade moderada a apolar.
A retencdo dos compostos organicos de solugdes polares (por exemplo, 4gua) ocorre, essenci-
almente, devido a forcas de van der Waals, ou seja, devido a for¢cas de atracdo entre as liga-

¢Oes carbono-hidrogénio do analito e os grupos funcionais do adsorvente. Assim, a retencao
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dos compostos é favorecida por solventes polares, enquanto a eluicao é favorecida por solven-
tes apolares 68,

Existem certas propriedades que um adsorvente deve ter para que a extracdo seja bem
sucedida, tais como uma grande area superficial, a adsor¢ao deve ser reversivel, um elevado

grau de pureza e uma boa estabilidade quimica [,

Em SPE, a adsorcao do analito depende de um equilibrio entre a amostra e a fase soli-
da. Este equilibrio é deslocado mais fortemente para a fase sélida a medida que a area super-
ficial se torna maior. O tamanho dos poros e a area superficial ttm uma relacao de proporcio-
nalidade inversa, portanto maior area superficial implica menor tamanho de poros. Para além
disso, uma percentagem alta e reprodutivel do analito deve ser adsorvida, contudo este deve
ser facilmente e totalmente eluido. Quanto maior o grau de pureza da fase solida, menor a
influéncia no resultado analitico. Por fim, as particulas sélidas devem ser estaveis tanto no
solvente organico utilizado para a eluigdo, como na amostra aquosa ¢,

A Tabela 2.3 apresenta diversos materiais adsorventes, utilizados em fase reversa
[67,69,71]

Tabela 2.3 - Materiais adsorventes utilizados em fase reversa.

C18 Octadecil
C8 Octil
Cc2 Etil
Fases Apolares -
Cc4 Butil
CH Ciclohexil
PH Fenil
PS-DVB |Poliestireno-divinilbenzeno
Fases Poliméricas o o
PVP-DVB |Poli(divinilbenzeno-co-N-vinilpirrolidona)

Esta técnica tipicamente é realizada em cartuchos ou discos. O cartucho é um pequeno
recipiente aberto de polipropileno ou de vidro, que contém particulas adsortivas, com uma
massa entre 50 mg a 10 g, contidas entre dois filtros de polietileno ou de aco inoxidavel, que
tém uma porosidade de 20 um (Figura 2.1) [6568],

Os cartuchos séo baratos, faceis de usar e séo descartaveis, contudo tém certas des-
vantagens para a analise de agua. Por exemplo, a 4rea da seccao transversal € pequena, logo
a taxa de processamento da amostra é lenta. Para além disso, existe a possibilidade de obs-

trucdo do disco superior, caso a amostra de agua contenha solidos suspensos (6869,
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Reservatério da amostra ——— 17—

Fitro ———»

Adsornente —»

Fitro ———

i

Figura 2.1 - Representacdo de um cartucho de SPE (adaptado de [66]).

Os discos consistem numa membrana composta por microfibras de politetrafluororetileno
(PTFE) ou vidro. Os discos de vidro sdo mais espessos e mais rigidos, portanto é possivel
obter fluxos mais elevados. Um disco tipico tem 47 mm de diametro interno e 0,5 mm de es-
pessura, contendo 500 mg de adsorvente. Os diametros disponiveis variam de 4 a 90 mm e

s&o escolhidos tendo em conta o volume da amostra (67681,

Em comparacdo com os cartuchos, os discos apresentam algumas vantagens. Primei-
ramente, como o tamanho de particula é mais pequeno, a area superficial € maior e existe um
menor volume de vazios, logo a particdo é promovida. Assim € necessario um menor volume
de eluente na remoc¢éo dos analitos e o fluxo pode ser mais elevado. Para além disso, o cami-
nho que a amostra percorre é mais curto, o leito € mais homogéneo, sdo necessarias menores
pressfes durante a aplicacdo e eluicdo, e o tempo da extracdo é mais curto. Por outro lado,
fluxos elevados podem resultar numa ma recuperagéo do analito, uma vez que existe um me-
nor tempo de interacéo entre este e a fase sdlida 676,

Os cartuchos s&o os mais escolhidos para aplicagBes de rotina em laboratorios de con-
trolo de qualidade em analises ambientais, sendo a configuracdo mais disponivel comercial-

mente 631,

Normalmente, a técnica de SPE inclui quatro etapas: condicionamento da fase estacio-

néria, introducéo da amostra, lavagem e secagem do material adsorvente e eluigéo 7%,

Na Figura 2.2 estéo ilustradas as diversas fases da técnica de SPE em cartuchos, quan-
do o objetivo € isolar e/ou concentrar o analito de interesse.
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Condicionamento Aplicagdo da amostra Lavagem Eluicao
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Figura 2.2 - Principais passos da SPE (adaptado de [70]).

A fase de condicionamento do enchimento tem a finalidade de o ativar, sendo determi-
nada pela natureza do analito, ou seja, € necessario preparar a fase sélida para que seja mais
compativel com a fase liquida, assim utiliza-se um solvente que promova uma melhor superfi-

cie de contacto entre as duas fases [57:69.

A fase de aplicacdo da amostra consiste na passagem de um volume adequado de liqui-
do pelo enchimento com o auxilio de vacuo ou presséo positiva, a um fluxo constante. O fluxo
usado depende das dimens8es do cartucho e do tamanho das particulas sélidas. Enquanto a
amostra é adicionada, € importante que o mecanismo de retencdo permita a adsor¢cdo do anali-
to a fase solida. Durante este passo, 0 analito € concentrado e purificado no adsorvente, con-

tudo alguns compostos presentes na matriz também ficam retidos, enquanto outros séo eluidos
[66,69,70]

O terceiro passo consiste na lavagem do enchimento com um solvente adequado, de
modo a que sejam removidos os interferentes indesejaveis. A lavagem deve remover a matriz

da amostra dos espacos intersticiais, enquanto o analito fica retido [57:66,

Efetua-se ainda uma etapa de secagem para remover 0 maximo de liquido possivel, de
modo a que o eluido esteja mais concentrado. Para tal, procede-se a aplicacdo de vacuo ligei-

ro, ou & passagem de uma corrente de ar comprimido ou azoto, durante alguns minutos ¢,

Na etapa de eluicdo, os analitos adsorvidos sdo removidos da fase sélida com a ajuda
de um solvente organico adequado. O solvente de elui¢cdo escolhido deve eluir completamente
os analitos usando o menor volume possivel do eluente, para que o eluido ja tenha uma con-
centragdo apropriada para andlise. Caso néo seja possivel, deve utilizar-se um solvente volatil,

para que este possa ser facilmente evaporado 6769, A eficiéncia de eluicdo € maior quando o
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composto de interesse é eluido em duas pequenas aliquotas, em vez de uma aliquota maior.

Nesta etapa, um fluxo baixo ou gota a gota é mais benéfico para a recuperacéo 79,

ApoOs a eluicdo do analito, pode proceder-se ainda a sua concentracao, através da elimi-

nagdo do solvente, de modo a reduzir os limites de detegéo 571,

Para além da escolha apropriada do adsorvente, a escolha dos solventes também é fun-

damental para o correto funcionamento desta técnica "2,

A escolha dos solventes deve cumprir diversos critérios. Um dos critérios € que o solven-
te deve ser compativel com os solventes utilizados anteriormente e posteriormente no proces-
S0, ou seja, este deve ser miscivel ou, pelo menos, sollvel e ndo deve interagir quimicamente.
Para além disso, o solvente deve satisfazer o propdsito pela qual é utilizado, por exemplo, eluir

0 composto de interesse sem eluir os interferentes 72,

Na Figura 2.3 apresentam-se as caracteristicas dos solventes mais utilizados nesta téc-

nica.
Polaridade Solvente Misa’c;\:legl?em
Apolar Fase Revwersa Forte Fase Normal Fraca Hexano Nao
1) Isooctano Néo
Tetracloreto de carbono Néo
Cloroférmio Néo
Diclorometano Néo
Tetrahidrofurano Sim
Eter dietilico N&o
Acetato de etilo Fraco
Acetona Sim
Acetonitrilo Sim
Isopropanol Sim
Metanol Sim
v v Agua Sim
Polar Fase Rewersa Fraca Fase Normal Forte Acido acético Sim

Figura 2.3 — Caracteristicas dos solventes utilizados normalmente em SPE (adaptado de [70]).

No caso da escolha do solvente adequado para a retengdo do composto de interesse uti-
liza-se o principio “like-to-like” aplicado a solubilidade. O que significa que moléculas com mui-
tos grupos polares sdo mais sollveis em solventes polares, e moléculas com poucos ou ne-

nhuns grupos polares s&o mais solliveis em solventes apolares [,

A secagem completa do cartucho apds a lavagem e antes da eluicdo, serve também pa-

ra eliminar a possibilidade da mistura indesejada entre os solventes de retencao e de eluigdo.
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Se a secagem nao for completa, obtém-se um extrato “molhado”, o que pode afetar negativa-

mente os resultados obtidos ou interferir na estabilidade da coluna cromatogréfica /2.

O passo final da SPE €&, normalmente, a passagem de um solvente, tipicamente organi-
co, pelo cartucho, sendo que este é escolhido, especificamente, para quebrar as ligacdes entre
a fase sodlida e o analito, de modo a garantir a eluicdo. Uma elevada afinidade do analito para o
enchimento implica um alto rendimento de retengéo, contudo pode influenciar negativamente a

eluicdo e levar a uma recuperacao final baixa [,

Os adsorventes mais utilizados no passo de preparacdo da amostra, para a analise de
estrogénios sdo o copolimero de poli(divinilbenzeno-co-N-vinilpirrolidona), mais especificamen-

te Oasis HLB, copolimero estireno-divinilbenzeno e silicas ligadas a Cisg 2529,

Segundo Barreiros et al. (2015), de entre 50 estudos acerca da quantificacdo de estro-
génios em matrizes aquosas, 46% utilizaram Oasis HLB como adsorvente de fase reversa.
Este adsorvente é descrito por varios autores como o que permite melhores recuperagées do

analito desejado, devido as suas propriedades hidrofilicas e lipofilicas 2%,

Os solventes de eluicdo mais utilizados com este tipo de adsorvente sdo metanol e ace-
tato de etilo, contudo outros solventes ou mistura de solventes podem ser utilizados, como por

exemplo, acetona e diclorometano:metanol (50:50,v/v) 1291,

2.2. Cromatografia

Em 1906, Mikhail Tswett definiu o termo “cromatografia” através das palavras gregas

chroma, que significa cor, e graphein, que significa escrever [/379],

A cromatografia € um método fisico de separacdo em gue 0s componentes a serem se-
parados estdo distribuidos entre duas fases, uma das quais esta imovel, a fase estacionaria,
enquanto outra se move numa determinada direcdo, a fase mével. Os componentes de uma
mistura sao transportados devido a fase mével, que tem um determinado fluxo, através da fase
estacionéria, sendo que a separacdo depende da interagdo dos compostos com a fase estaci-

onaria [73.741,

A cromatografia pode ser classificada de acordo com diversos critérios. Tendo em conta
a natureza da fase movel, a sua classificacao divide-se em cromatografia gasosa (GC), croma-

tografia liquida (LC) e cromatografia de fluido supercritico 7479,
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Na Figura 2.4 encontra-se uma representa¢do de um processo cromatografico em colu-

na.

Amostra Fase Mével

14 ¥

A+B

Coluna
Empacotada

— Detetor

@ t t t, ts t,

=

Sinal do
detetor

>
;

1 1 1 1 1
t, t, t, ty t,
Tempo

(b)

Figura 2.4 - (a) Esquema de separagéo de uma mistura de componentes A e B. (b) Sinal do dete-
tor ao longo do tempo de eluigdo (adaptado de [74]).

De acordo com a Figura 2.4, uma amostra contendo os componentes A e B, presentes
em fase mével, é introduzida no topo da coluna, no tempo to. Os dois componentes distribuem-
-se entre a fase estacionaria e a fase mével. Com a primeira adi¢cdo da nova fase mével, o elu-
ente move-se na coluna, sendo que ocorre particdo dos componentes entre as fases, como se
observa no tempo t;. Através da adicdo continua de solvente, a eluicdo ocorre, ou seja, 0s
componentes sao for¢cados a atravessar a coluna, devido a uma série de transferéncias entre
as duas fases. Como o0 movimento do soluto sé pode ocorrer na fase mével, a velocidade a que
0 soluto se desloca, depende do tempo que este passa nessa fase. Se a for¢a da interacéo de
cada soluto com a fase estacionéria é diferente, entdo os solutos separam-se em bandas indi-
viduais. Assim, é possivel observar que o composto B é mais fortemente retido pela fase esta-
cionéria do que o composto A. A medida que ocorre a eluigdo dos compostos separados, da-se
a sua detecdo, obtendo-se um cromatograma com 0s picos correspondentes a cada compo-

nente (tempos t; e tg) /4761,
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2.2.1 Principios Teoricos

De modo a entender melhor a técnica cromatografica € necessario compreender diver-

S0S conceitos teodricos.

Coeficiente de particdo

Na separacao cromatografica ocorre a distribuicdo dos solutos entre a fase movel e a fa-
se estacionaria, que é caracterizada pelo coeficiente de particdo, também conhecido por cons-

tante de distribuicéo, K_:

C
K, =— 2.1)

Cm
Onde ¢, € a concentracdo do analito na fase estacionaria e ¢, € a concentracéo na fase

movel.

Esta razéo controla a velocidade de migracdo do analito. Portanto, a medida que o anali-
to se desloca pelo sistema, a uma dada temperatura, da-se a sua particédo entre as duas fases,

sendo que a sua retencéo depende da afinidade para a fase estacionaria "7,

Tempo de retencdo

O tempo de retencao, tg, € 0 tempo entre a injecdo de uma amostra e 0 aparecimento de
um pico do soluto no detetor associado a coluna cromatogréafica 4. O tempo de retengéo pode

ser expresso pela equacao 2.2:
tR = tS + tM (2.2)

Onde t; é o tempo que o analito passa na fase estacionaria e t,, € o tempo morto, ou se-
ja, € o tempo que um composto ndo retido demora a atravessar a coluna cromatografica. Por-

tanto, todos os analitos ficam, pelo menos, esse tempo na fase moével 74,

Na Figura 2.5 é possivel observar um cromatograma de uma mistura com dois compo-

nentes, bem como os tempos supramencionados.

Sinal do detetor —»

N\ |

Tempo —>

Figura 2.5 - Cromatograma tipico para uma mistura de dois componentes (adaptado de [74]).
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Fator de retencdo

O fator de retengdo, também conhecido por fator de capacidade, k, € uma medida que
esta relacionada com a velocidade a que um analito migra pela coluna. Ou seja, este parame-
tro avalia a quantidade de tempo que um soluto passa na fase estacionaria em relacdo ao tem-
po que passa na fase mével 74761,

_1—fu

k
fu

(2.3)

Sendo f;, a fracdo de soluto na fase movel. Assumindo que a velocidade da fase movel é

constante, pode definir-se f;, pela seguinte expressao 76,

t
fu=1 (2.4)
R
Substituindo a expresséo de f;, ha equacgédo 2.3 obtém-se a equagéo 2.5:
tp —t t
k="—H== (2.5)

tm tu

Fator de seletividade

A seletividade € uma medida relativa da retencéo de dois solutos, que € definida através
do fator de seletividade, a [®!:

Kp

a=KA

(2.6)

Onde Kj € o coeficiente de particdo da espécie mais fortemente retida, B, e K, € o coefi-
ciente de particdo para a espécie menos fortemente retida, A. De acordo com esta defini¢céo, a

€ sempre superior a unidade "4,

Eficiéncia da coluna

A eficiéncia da coluna cromatografica pode ser medida, quantitativamente, através da al-
tura do prato teérico, H, e do nimero de pratos tedricos, N, sendo que os dois termos se rela-

cionam pela equacéo 2.7 "4

L
=—_ 2.7
H=— (2.7)
Onde L é o comprimento da coluna.
O nimero de pratos pode também ser expresso pela equacao 2.8:
tr\?
N = <_> (2.8)
o
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Onde ¢ € o desvio padrao, que tem unidades de tempo.

Como a largura da base do pico (W) corresponde a 40, e a meia altura da base (W1/2)
corresponde a 2,3550, podem obter-se duas equages diferentes [3l:

2

tr
—16(R 2.9
N 16() (2.9)
N = 5,545( ) (2.10)
‘/Vl/2

Resolucéo

A resolucéo de uma coluna, Rg, € uma medida quantitativa da capacidade que esta tem
em separar dois analitos. Este parametro mede o quéo distantes dois picos adjacentes estéo,
em relacdo as suas larguras, sendo definida pela equagéo 2.11 374,

R. = trp — tra
ST % N m (2.11)
2 2

Onde tz 5 € ty 4, S80 0s tempos de retencéo dos dois picos, sendo que o analito A elui

primeiro, e Wy e W, sdo as larguras ao nivel da linha da base.

A resolucado da coluna também pode ser expressa em funcdo do nimero de pratos teori-
cos, dos fatores de retencéo e de seletividade:

= )

Onde kj € o fator de retengéo da espécie que se movimenta mais devagar.

Quando a resolugéo é igual ou superior a 1,5, h& separacéo completa entre os dois picos
[58]

A resolucd@o pode ser otimizada, por exemplo, através do aumento do fator de retengéo
do analito B, contudo, normalmente, o tempo de analise aumenta. De modo a aumentar k; sem
alterar «, as alteracdes efetuadas, as condi¢cbes cromatograficas, devem resultar num aumento
ndo seletivo no fator de retencdo para ambos os solutos. Em cromatografia liquida, € possivel
aumentar o fator de retencéo utilizando uma fase movel mais fraca como solvente, pois, assim,

os solutos demoram mais tempo a eluir [6],
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2.3 Cromatografia Liquida

A cromatografia liquida é bastante utilizada para a separacdo e andlise de misturas de
compostos de todos os tipos. Esta divide-se em cromatografia liquida classica, na qual a fase
moével se desloca através da forca da gravidade, e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), na qual se utilizam fases estacionarias com particulas menores, logo € necessaria

uma bomba de alta presséo para a eluigdo da fase mével [75],

Desde o inicio da cromatografia liquida, em 1950, até aos dias de hoje, muitos avancos
foram realizados, sendo que todos eles foram estimulados pelo desenvolvimento continuo de
novas particulas de fase estacionaria, com o propdsito de obter colunas com maior seletivida-

de, mais eficientes e mais estaveis tanto quimicamente como mecanicamente '],

Os métodos de cromatografia liquida sdo classificados tendo em conta os mecanismos
guimicos e fisicos pelos quais os compostos sdo separados. Com base no mecanismo de se-
paracao, os tipos de cromatografia liquida séo a cromatografia de adsorcdo, a cromatografia de
particdo, a cromatografia de troca iénica, a cromatografia de exclusdo molecular e a cromato-
grafia de afinidade. Neste trabalho, a cromatografia € de particdo, mais concretamente em fase

reversa [81],

Na cromatografia de particdo, os solutos sdo separados com base na sua distribuicao
entre a fase mével, que é liquida, e a fase estacionéria, que é um liquido adsorvido ou ligado a

um solido 731,

A fase reversa é utilizada para separar compostos sollveis em agua, tendo em conta as

diferentes hidrofobicidades, sendo o modo mais comum 73],

No modo reverso de operacao, a fase estacionéria é apolar e a fase mével é polar. As-
sim, o composto mais polar elui primeiro e 0 aumento da polaridade da fase mével, aumenta o

tempo de eluigéo 4,

Existem diversas fases estaciondrias e suportes disponiveis para separacdes em fase
reversa, sendo que as mais comuns sao constituidas por grupos octadecilo, octilo, fenilo, ou
butilo ligados a um suporte de silica, & semelhanca dos adsorventes usados na SPE. As carac-
teristicas de retencéo nas colunas a base de silica dependem da natureza e da quantidade da
fase ligada, da area superficial do suporte, do tamanho dos poros do suporte e da quantidade

de grupos acessiveis no suporte 81,
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2.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma das técnicas analiticas mais utilizadas na
determinacé@o de compostos ndo volateis e termicamente instaveis. Esta foi desenvolvida com
0 proposito de diminuir o tempo de separacdo e aumentar a eficiéncia. No final dos anos de
1960, introduziram-se enchimentos com particulas de tamanho menor, contudo, esta introdu-
¢do levou ao aumento da pressdo, sendo necessario utilizar instrumentos mais sofisticados.
Assim, os sistemas de HPLC podem operar até pressfes de 6.000 psi (400 bar), sendo que o

diametro das particulas de enchimento se situa entre 3 e 10 ym [58.80.82:83]

Devido a elevada utilizacdo da HPLC, como uma técnica de analise de rotina em labora-
tério, progressos significativos foram efetuados de modo a realizar analises mais rapidas. O
uso de particulas menores que 2 ym, num sistema cromatografico com pressdes convencio-
nais, diminuiu o tempo de andlise, contudo a pressao limitou o maximo desempenho da coluna.
De forma a contornar este problema, foram desenvolvidos sistemas capazes de operar a altas
pressfes (15.000 psi ou mais), tornando as analises cromatograficas até 20 vezes mais rapi-

das. Este sistema foi denominado de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) 19,

2.3.2 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia

Desde a sua introducédo, em 2004, que a UPLC tem sido adotada em diversos laborato-
rios, devido a sua resolucéo e sensibilidade elevadas, ao menor tempo de analise e & econo-
mia de solventes. Em comparagdo com uma coluna convencional de HPLC com 3,5 ym, uma
coluna UPLC com sub-2 ym pode reduzir o tempo de analise até 80% e economizar o consumo
de fase maével em, pelo menos, 80%, sem prejudicar o desempenho de separacéo 4,

A transferéncia do método de HPLC para UPLC baseou-se na reduc¢édo do tamanho das
particulas da fase estacionaria e das colunas, tendo por base a equacdo de van Deemter, que
descreve a relacdo entre eficiéncia, expressa pela altura do prato, H, e a velocidade linear da

fase movel, u, como se observa na equagéo 2.13 84,
B
H=A+—+Cu (2.13)

O termo A diz respeito ao alargamento dos picos devido aos diferentes caminhos segui-
dos pelas moléculas do analito. Este pode ser reduzido através da utilizagdo de colunas com
tamanho menor, com didmetros internos menores, com enchimentos eficientes e particulas

uniformes 79,

O termo B refere-se & difuséo longitudinal. Este termo pode ser minimizado através do

uso de velocidades lineares elevadas da fase mével [79,
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O termo C esta relacionado com a transferéncia de massa do analito entre as fases mo-

vel e estacionéria 9.

Na Figura 2.6 é possivel observar a contribuicdo de cada termo para a equacao de van

Deemter.

H minimo

Velocidade Velocidade linear (u)
linear 6tima

Figura 2.6 - Contribui¢Bes ilustrativas de cada termo da equacdo de van Deemter (adaptado de [73]).

O minimo da curva de van Deemter representa a velocidade linear 6tima onde se obtém
a eficiéncia maxima da coluna, o que corresponde a um valor minimo de H. As particulas de
menor tamanho tendem a reduzir a altura do prato, o que significa que a coluna tem um maior

nimero de pratos tedricos, portanto € mais eficiente [,

Na Figura 2.7 observa-se que, para particulas com tamanho inferior a 2 ym, o aumento
da velocidade linear da fase mével, ndo provoca um aumento da altura do prato teérico e, con-
sequentemente, uma diminuicdo da eficiéncia da coluna, como se verifica em colunas com
particulas com tamanho superior, uma vez que existe menor resisténcia a transferéncia de
massa. Assim, estas particulas podem ser usadas para efetuar separagbes rapidas, pois €

possivel manter a eficiéncia com o uso de colunas curtas e com velocidades lineares elevadas

[79.85]

304 10 um
25+
5 um
E 204
=
=
15+ 3pum
5 <2pum
I I I I T I
1 2 3 4 5 6
u (mm/s)

Figura 2.7 - Curva de van Deemter para particulas de 10, 5, 3 e <2 um ["9],
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A diminuicdo do tamanho das particulas provoca um aumento de presséo do sistema, de

acordo com a equagao 2.14.

Lnu
100 d2

AP = ¢ (2.14)

onde AP é a queda de presséo ao longo da coluna (em bar), ¢ é a resisténcia ao fluxo, L
€ o comprimento da coluna (em mm), n € a viscosidade da fase moével (mPa/s), u € a velocida-

de linear (em mm/s) e d,, é o tamanho da particula (em pm) L7984,

Através da equacdo 2.14, é possivel deduzir que se o tamanho da particula for reduzido
duas vezes, entdo a queda de pressédo ira aumentar quatro vezes. Contudo, a utilizacdo de
particulas menores esta associada ao uso de colunas também menores, portanto 0 aumento
de pressdo é menor do que quatro vezes, porém nao é suficiente para que haja compatibilida-

de com um sistema convencional de HPLC [7984],

A UPLC é uma verséo especial da HPLC que apresenta um aumento significativo na re-
solucéo, sensibilidade e eficiéncia, obtendo-se resultados mais rapidos. Para além disso, o
volume de injecdo e o consumo de solventes sdo menores, 0 que diminui custos de operacao.
Por outro lado, a utilizacdo de pressdes elevadas exige que exista maior manutencédo do equi-

pamento e reduzem o tempo de vida das colunas [,

2.3.3 Constituintes do Sistema

Os principais constituintes de um sistema de UPLC sdo um reservatorio de fase movel,
uma bomba, um injetor, uma coluna cromatogréfica, um detetor e um sistema de recolha de

dados e controlo, como se observa na Figura 2.8.

Sistema de injecédo

Computador/ Sistema
Detetor de controlo

_INEly

Coluna

Reservatdrio
de solvente

Figura 2.8 - Componentes de um sistema de UPLC (adaptado de [81]).
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Reservatodrio de fase mével

As fases moveis e os solventes de lavagem sédo armazenados em recipientes fechados,
limpos e inertes. Os reservatérios mantém a pureza dos solventes, impedindo que contaminan-
tes sejam introduzidos e minimizam a evaporacao de componentes volateis. O material utiliza-

do deve ser compativel com os solventes usados, portanto o vidro &, normalmente, utilizado 7,

A composicao e a for¢ca da fase movel séo fatores que podem ser usados para ajustar e
controlar a separagdo cromatografica. Se a composi¢do do solvente € mantida constante ao
longo da corrida cromatografica, entdo a eluicdo é denominada de isocratica. Por outro lado, se
a composicdo da fase moével varia ao longo do tempo, entdo a eluicdo é denominada de gradi-
ente. Na eluigdo isocratica, os compostos que tém polaridade semelhante a fase mével, ndo
sdo bem separados da mistura e a eluicdo de todos os compostos é muito demorada. Ja na
eluicdo por gradiente, dois ou mais solventes, com polaridades significativamente diferentes,
sdo utilizados, de modo a que a separacdo dos analitos seja efetuada num menor tempo de
andlise, sendo que a forca de eluicdo aumenta ao longo do tempo. Assim, a variacdo na com-

posic&o pode ser realizada de forma linear ou n&o linear 8282,

Uma vez que a retencdo de compostos ionizaveis € muito sensivel ao pH da fase mével,
normalmente, é adicionado um tamp&o apropriado, de modo a controlar e manter o pH, para

gue a retencéo seja reprodutivel 7,

Bomba

Os solventes da fase mével sdo retirados dos reservatérios através da acao de uma ou
mais bombas. Assim, estas devem gerar fluxos exatos e precisos dentro das especificagdes,
ter elevada estabilidade (fluxo livre de pulsagéo), impulsionar a fase movel de forma suave e

reprodutivel, operar tanto no modo isocratico como por gradiente e gerar altas pressdes 7679871,

A grande maioria dos sistemas utiliza bombas reciprocas, que consistem numa camara
cilindrica pequena gue é preenchida e esvaziada através da movimenta¢do de um pistdo, visto
gue cumprem 0s requisitos necessarios, mesmo a pressdes muito elevadas, para além de se-
rem faceis de usar e possibilitarem a operacdo em modo de gradiente "7, A acdo reciproca
do pistdo gera alguma pulsacdo na pressdo e no fluxo da fase mével, que pode aumentar o
ruido da linha de base no cromatograma. Estas pulsa¢des podem ser minimizadas através de

controlo eletrénico da bomba e pela colocacdo de amortecedores no caminho do fluxo B,

Injetor

A introducdo da amostra na coluna requer que uma certa quantidade de amostra seja
adicionada a corrente da fase mével, entre a bomba e a coluna. Esta € uma tarefa dificil, pois,
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inicialmente a amostra encontra-se a pressdo atmosférica, enquanto a corrente de fluido esta a
alta presséo. Este € 0 passo que mais contribui para a imprecisdo da andlise, dai a importancia
da injec&o ser rigorosa, precisa e rapida [67:88],

A injec@o da amostra pode ser realizada de forma manual ou através de um amostrador
automatico. Os amostradores automaticos tém a capacidade de injetar diversas aliquotas da

mesma amostra e de controlar a temperatura das amostras antes da injecéo, entre 4 e 40 °C
[79,81]

O volume de injecdo deve ser reduzido para evitar a dispersdo da amostra, 0 que provo-
ca o alargamento dos picos cromatograficos. Assim, os instrumentos de UPLC, possuem volu-

mes de injecdo de 0,1 a 50 pL 9,

O tipo de injetor mais utilizado é o injetor em loop. Apesar de existirem outros designs, a
valvula rotativa de seis orificios e duas posicoes é a mais usada. Quando a valvula esta na
posicdo de load, a fase mével passa diretamente da bomba para a coluna, enquanto o loop é
preenchido com a amostra. A boa pratica requer a passagem de varios volumes de amostra
pelo loop, para que haja equilibrio e para remover os componentes de injecfes anteriores.
Quando a vélvula passa a posicao de injecao, existe a conexdo entre o loop e o solvente a alta

presséo, sendo a amostra transportada para a coluna [1.87:88],

Na Figura 2.9 é possivel observar uma valvula de injecdo com seis orificios e as suas

posicdes.

Loop Loop

Para a coluna Para a coluna

Amostra Da bomba Amostra Da bomba

Esgoto Esgoto

Posicao Load Posicao Inject

Figura 2.9 - Posi¢Bes da valvula de injecdo (adaptado de [58]).

Coluna cromatografica

A coluna cromatogréfica € o componente do sistema onde ocorre a separac¢éo, sendo
gue existe uma grande variedade de colunas com diferentes enchimentos, didmetros e com-
primentos. Normalmente, estas séo feitas de aco inoxidavel, tém um diametro interno de 1,0 a
2,1 mm e os comprimentos mais comuns sdo de 50 e 100 mm, mas diferentes comprimentos

podem ser selecionados dependendo da complexidade da separagéo 8184,

Cada extremidade da coluna € composta por filtros, de modo a filtrar particulas, distribuir

uniformemente o fluxo e manter a fase estacionaria no lugar "%,
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Algumas separacdes sao realizadas a temperatura ambiente. Porém, o controlo de tem-
peratura permite aumentar a reprodutibilidade, reduzir a contrapresséo, pois a viscosidade da
fase movel diminui, aumentar a velocidade de transferéncia de massa entre a fase movel e a
fase estacionaria, aumentar o fluxo da fase movel, o que leva a um menor tempo de analise, e
ajustar a seletividade para alguns compostos. O aumento de temperatura € determinado pelo
ponto de ebulicdo e pela presséo de vapor da fase mével, bem como pela estabilidade térmica

dos analitos na amostra [73:81.87],

Existem diversos enchimentos utilizados na técnica de UPLC, sendo que a maioria sdo a
base de silica gel, porém este enchimento é instavel em pH basico. Deste modo, algumas co-
lunas sdo empacotadas com particulas hibridas (organicas e inorganicas), tais como a tecnolo-
gia hibrida de pontes de etileno (BEH), que séo resistentes numa gama de pH entre 1 e 12. A
combinacé@o de material organico e inorganico confere maior estabilidade mecanica, devido as
ligacdes silicio-carbono, e confere maior estabilidade quimica, devido as pontes de carbono
gue se encontram na superficie da silica. Para além disso, estas particulas também sé&o esta-
veis a temperaturas até 60 °C e permitem obter uma boa simetria de pico, devido a quantidade
reduzida de silanois residuais %84,

Estas particulas sdo produzidas através da reacdo de tetraetoxisilano com
bis(trietoxisilil)etano, dando origem a uma particula de silica com pontes de etano presentes na
sua estrutura (polietoxisilano), chamada de silica hibrida de segunda geracdo, como se obser-

va na Figura 2.10.

) B EtO oE! 4 o —O—~di—otEt
Si. + EtO~ . _OEt \ / \
- s

B0 OEt / I‘Su — s 4 3

\
EtO OEt / \ /
+—-=5i i~0o—Si~+ Et
/SI\O/S‘A e
EtO OEt OEt
= -n
Tetraetoxisilano Bis(trietoxisilil)etano Polietoxisilano

Figura 2.10 - Reacao quimica de sintese da silica hibrida de segunda geracédo (adaptado de [79]).

A tecnologia de BEH foi desenvolvida pela Waters, sendo que se encontram no mercado
varias colunas do tipo ACQUITY™ UPLC BEH, com diferentes caracteristicas. As colunas BEH
Cis e Cs s@o as mais selecionadas universalmente, por fornecerem estabilidade numa ampla
gama de pH /%84,
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Detetor

O detetor € colocado imediatamente apds a coluna, de modo a que 0os compostos sejam
detetados a medida que sao eluidos. Portanto, o papel deste componente é emitir uma respos-
ta gerada pelo composto eluido e, posteriormente, transformar os sinais em picos observados

no cromatograma [,

Um detetor deve apresentar certas caracteristicas tais como sensibilidade a baixa con-
centracdo do analito, baixo volume morto para evitar alargamento adicional dos picos, resposta
rapida a mudanga de concentracdo, desvios e niveis de ruido baixos, detecdo ndo destrutiva
para o soluto, de modo a que outros detetores possam ser colocados em série, robustez, sim-
plicidade e fiabilidade. Para além disso, o detetor ndo deve ser sensivel a pequenas mudancas
de fluxo e de temperatura, deve apresentar resposta independentemente da fase movel, deve
apresentar uma ampla gama linear dindmica, pois facilita a quantificacdo numa grande gama

de concentragées, e fornecer informagées qualitativas para o pico detetado [73:8287],

Muitos tipos de detetores podem ser usados em LC, sendo que os mais comuns séo de-
tetores de absorvancia, fluorescéncia, eletroquimicos, indice de refracdo e espetrometria de
massa. Nao existe um detetor universal altamente sensivel, portanto o detetor escolhido é in-

fluenciado pela natureza da amostra /484,

Sistema de recolha de dados e controlo

O detetor esta ligado a um sistema de dados que é utilizado para recolha e tratamento,
bem como para controlo instrumental. O sistema de controlo possibilita gerir as injecdes das
amostras, o fluxo, a composi¢édo da fase movel, a temperatura da coluna, o detetor, a aquisicao
de dados, entre outros. O sistema de aquisi¢cdo de dados pode recolher inimeros pontos numa
andlise individual, sendo que estes podem ser usados para identificar e caracterizar um conjun-
to de picos, tendo em conta pardmetros como o tempo de retencdo, a area, a altura e a largura

de pico [58:81.88],

2.4 Cromatografia Liquida associada a Espetrometria de Massa

A combinacéo da cromatografia liquida com a espetrometria de massa (LC/MS) tornou-
-se numa ferramenta de analise bastante poderosa para detecdo sensivel e seletiva de massa,

de forma a caracterizar amostras complexas ("3,

A técnica de LC/MS é cada vez mais utilizada, devido & sua maior robustez, automacao
e desempenho. A maioria dos compostos séo determinados através de espetrometria de mas-

sa, desde que possam ser ionizados e transferidos para a fase gasosa ¢,
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A cromatografia liquida permite a separagéo efetiva dos analitos, enquanto a espetrome-
tria de massa permite a sua identificacdo e confirmacéo.

2.4.1 Espetrometria de Massa

A espetrometria de massa € uma técnica instrumental sofisticada que permite produzir,
separar e detetar iGes na fase gasosa [, A maioria dos dados sdo apresentados em unidades
de razdo m/z, onde m é a massa molecular do ido, em Daltons, e z € o nimero de cargas pre-
sentes na molécula analisada. Para moléculas pequenas (< 1000 Da), normalmente, existe

apenas uma carga, logo o valor de m/z é igual & massa molecular 9,

Um espetrometro de massa € constituido pela fonte de ionizacéo, pelo analisador de
massas e pelo detetor 7,

Fonte de ionizacao

Durante muito tempo, a combinacgéo de LC com MS foi impedida devido a dificuldade de
transferéncia das moléculas do analito da fase liquida para a fase gasosa como ides. Porém,
estas dificuldades foram resolvidas através da introducdo de fontes de ionizacdo a presséo
atmosférica (API), em vez de vacuo. Portanto, estas fontes permitem a formacédo de ibes na
fase gasosa diretamente a partir do fluxo de liquido. As fontes APl mais comuns sdo lonizacdo
Electrospray (ESI), lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI) e Fotoionizacdo a Pres-

sdo Atmosférica (APPI), sendo que, de entre estas, a Electrospray ¢ a mais utilizada 7889,

A ionizacdo em fontes API é considerada soft, uma vez que os ibes formados tém pouco

excesso de energia e, portanto, sofrem pouca ou nenhuma fragmentagéo 731,

A escolha da técnica a utilizar depende, essencialmente, da polaridade e da estabilidade
térmica do analito, sendo que a ESI é a técnica preferida para compostos polares e i6nicos e
gue tém baixa estabilidade térmica, e a APCI para compostos menos polares. Os estrogénios
naturais sdo analisados em modo negativo e podem ser ionizados através de APCI, contudo os
limites de dete¢&o, normalmente, sdo mais baixos quando a fonte de ionizacgédo utilizada é Elec-
trospray [7378:92],

A ESI é produzida através da aplicagdo de um campo elétrico forte, sob pressdo atmos-
férica, no efluente da coluna cromatografica (amostra liquida) que passa por um capilar metdli-
co com um fluxo baixo, circundado por um gas nebulizador (normalmente azoto). O campo
elétrico é obtido através da aplicagdo de uma diferenca de potencial elevada entre o capilar e 0
contraelétrodo. Este campo induz uma acumulacéo de carga na superficie do liquido (chamada

de cone de Taylor), localizada na extremidade do capilar, que rompe e forma um aerossol de
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gotas altamente carregadas positiva ou negativamente. No caso da formacgéo dos i6es ocorrer

no modo negativo, € aplicada uma tensdo negativa no capilar e positiva no contraelétrodo
[78,87,91]

O gas injetado coaxialmente, com um fluxo baixo, permite que a dispersao do spray for-
mado seja limitada no espaco. O aerossol carregado &, posteriormente, dessolvatado, ou seja,
o solvente é evaporado com o auxilio de um gas de dessolvatacdo aquecido, que € 0 mesmo

gue o gas nebulizador [7888],

Existem dois mecanismos propostos para explicar a formacéo de iBes a partir de peque-

nas gotas carregadas 7.

De acordo com o modelo proposto por Dole, em 1968, as gotas sofrem evaporacdo, mas
a sua carga mantém-se inalterada, sendo que existe a redugéo do seu tamanho e podem ocor-
rer subdivisbes, denominadas de explosdes coulombicas, quando a densidade de carga supera
a tensdo superficial. A continua reducdo do tamanho das gotas, quer por evaporacdo do sol-
vente, quer por fissdes, resulta na formacdo de apenas um ido do analito, em fase gasosa.

Este modelo é denominado de Mecanismo de Carga Residual [/887],

O segundo modelo, proposto por Iribarne e Thomson, em 1976, considera que, devido a
evaporacao do solvente e as exploses coulombicas, as gotas atingem um raio critico, em que
a forca do campo elétrico é elevada o suficiente para permitir a dessorcéo dos ides da superfi-

cie das gotas. Este processo é denominado de Mecanismo de Evaporagio I6nica [7887],

Mais recentemente, foi proposto que os dois modelos podem operar simultaneamente,
sendo que o0 modelo de carga residual seria predominante em massas superiores a 3.000 Da e

0 modelo de evaporac&o idnica seria predominante em massas inferiores '8,

Dependendo da configuracéo, a detecdo pode ser realizada no modo positivo, onde os
ibes detetados estéo protonados, ou ho modo negativo, onde os iBes detetados estdo despro-
tonados. Os ides sdo chamados de moleculares: [M+nH]™ para ides positivos e [M-nH]"™ para
ibes negativos, onde M é a massa monoisotdpica do composto, H é a massa do protdo, e n € o
namero de protdes aceites ou doados. Na maioria dos casos, n=1, produzindo um ido molecu-

lar com carga de +1 ou -1 B8],

Na Figura 2.11, observa-se a representacdo esquematica do funcionamento da ioniza-

¢édo por Electrospray no modo negativo.
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Gas de nebulizagdo
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Figura 2.11 - Representagdo esquematica do funcionamento da ionizagéo por Electrospray no modo
negativo (adaptado de [73]).

Analisador de massas

ApoOs os ibes serem gerados, na fonte de ionizacdo, séo transferidos para o analisador
de massas, passando pelo cone de amostragem e sendo direcionados para o cone de extracdo
e, de seguida para um sistema de transferéncia 6ética, que servem para orientar os ides. Da
mesma maneira que existem varios tipos de fontes de ionizacdo, também foram desenvolvidos
diversos analisadores de massas, sendo que a separacao dos ides, de acordo com a sua razao
m/z, pode ser baseada em diversos principios. Assim, a escolha do analisador deve ser feita

tendo em conta a aplicagdo, o desempenho desejado e o custo 7378911,

Um dos analisadores de massas mais utilizados € o analisador de quadrupolo, devido a
sua simplicidade, preco relativamente baixo, boa linearidade em analises quantitativas, facili-
dade de ser entendido e operado ["8l, Na Figura 2.12 é possivel observar um esquema de um
analisador de quadrupolo.

ldo com

trajetoria
instavel

Saida de

L7 ides

|~
~

1d0 com

/' . o]
Entrada de trajetoria
ides estavel
Voltagens
dce RF

Figura 2.12 - Representagdo esquemética de um quadrupolo (adaptado de [74]).
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Este analisador € composto por quatro barras cilindricas, metélicas e paralelas, dispos-
tas aos pares, sendo que um par apresenta potencial elétrico positivo e outro par potencial
elétrico negativo. Uma combinacgédo de corrente continua (dc) e radiofrequéncia (RF) é aplicada,
gerando-se um campo elétrico. O ajuste adequado das voltagens permite criar uma trajetoria
estavel para ibes com uma determinada razao m/z, o que possibilita a passagem dos ides pe-
las barras do quadrupolo. Os iBes que apresentem trajetorias instaveis, atingem as barras e

sdo eliminados pela bomba de vacuo 478,

O quadrupolo pode operar em modo Full Scan, onde é possivel detetar todos os ides
numa gama previamente definida, obtendo-se assim um espetro de massas completo, ou pode
operar em modo Monitorizagdo Seletiva de 16es (SIM), onde um determinado ido é selecionado

para ser detetado, oferecendo maior sensibilidade e evitando os efeitos de analitos indesejados
[93]

E possivel também utilizar trés quadrupolos em série, ou seja, um triplo quadrupolo, ob-
tendo-se uma configuracédo do tipo MS/MS, que pode designar-se por espetrometria de massa
tandem. A espetrometria de massa tandem é um método que envolve, pelo menos, dois esta-
gios de andlise de massa, em conjunto com um processo de dissociacdo ou com uma reacao
quimica que provoca uma mudanca na massa ou na carga de um ido. Esta técnica permite
obter uma elevada seletividade, medir concentracdes muito baixas de analito e medir varios
analitos num Gnico método [0,

Num triplo quadrupolo, tipicamente, o primeiro (Q1) e o terceiro (Q3) quadrupolos sao
utilizados como analisadores de massas e 0 segundo (g2) € utilizado como célula de colisdo.
Assim, no segundo quadrupolo, os ibes podem ser induzidos a sofrer fragmentacdes devido a
colises com um gas inerte, como 0 argon ou 0 nitrogénio, hum processo chamado de dissoci-

acdo induzida por colisdo (CID). Na Figura 2.13 é possivel observar um triplo quadrupolo .94,

Argon ou Nitrogénio

Fonte de ! - —
ises 1 I R T e P g e

Q1 q2 Q3 Detetor

Figura 2.13 - Representagdo esquemética de um triplo quadrupolo (adaptado de [94]).

Existem diversos modos de opera¢é@o para um triplo quadrupolo, sendo que 0s quatro

principais se encontram representados na Tabela 2.4.
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Tabela 2.4 - Modos de operacao de um triplo quadrupolo.

Q1 g2 Q3
Scan do ido produto (Daughter Scan) SIM CID  |Full Scan
Scan do ido precursor (Parent Scan) | Full Scan CID SIM
Constant Neutral Loss Scan Full Scan CID |Full Scan
Multiple Reaction Monitoring (MRM) SIM CID SIM

No modo Daughter Scan, seleciona-se um i&o precursor tendo em conta a razdo m/z, e
determinam-se todos os iBes produto resultantes da fragmentacéo. Esta funcéo é, normalmen-

te, usada para caracterizacgéo estrutural [°0-°1,

No modo Parent Scan, seleciona-se um ido produto e determinam-se todos os ides pre-
cursores que permitem produzir esse fragmento. Esta funcdo é muitas vezes utilizada para

analisar classes especificas de compostos 9091,

No modo Constant Neutral Loss Scan, os filtros de massa estdo sincronizados, com um
deslocamento de massa constante entre os dois. Este modo permite identificar quais os ibes

que perdem um fragmento neutro especifico 091,

O modo mais utilizado em MS/MS é o MRM, sendo que ambos 0s quadrupolos sdo pro-
gramados para funcionar em modo SIM, portanto, selecionam-se ides produto caracteristicos
de um respetivo ido precursor. Este tipo de aquisicdo permite monitorizar uma série de pares
de ides precursor/produto, sendo principalmente utilizado para analise quantitativa de compos-

tos alvo, permitindo obter maior seletividade e sensibilidade 094,

Para identificacdo do composto alvo, normalmente, monitorizam-se duas transi¢des en-
tre 0 ido precursor e os dois iBes produto mais abundantes. Assim, a primeira transi¢cdo
(MRMZ1) é utilizada para guantificacéo, enquanto a segunda (MRM2) € utilizada para confirma-

céo 19,

Detetor de ides

O detetor tem como fun¢@o detetar e amplificar o sinal da corrente de ides, que vem do
analisador de massas, e converter a abundancia dos i6es num sinal elétrico que pode ser lido

por um sistema de tratamento de dados [73:91.99,

Os detetores de ibes mais utilizados sdo o multiplicador de i6es e o fotomultiplicador,
sendo que a escolha depende do design do equipamento e das aplica¢des analiticas que serdo
realizadas. Neste caso, o detetor € um fotomultiplicador .

Num fotomultiplicador, os ides colidem com o dinodo de conversdo, 0 que provoca a

emissédo de eletrdes. No modo negativo, os ides sdo acelerados em direcdo ao dinodo positivo.
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Os eletrbes que se formam s&o, posteriormente, acelerados para uma tela fosforescente que
emite fotdes. Os fotbes sdo detetados pelo fotomultiplicador e séo convertidos em corrente
elétrica que é amplificada [°%9],

Na Figura 2.14 é possivel observar uma representacdo esquematica de um fotomultipli-

cador.

Dinodode conversao
(Positivo)

Feixe de ides 1 Feixe de ides
/ (detetor off)

| Dinodode conversdo
(Negativo)

— |des
> Eletrdes
Fotbes

— Tela fosforescente

Fotomultiplicador

Figura 2.14 - Representagéo esquematica de um fotomultiplicador (adaptado de [91]).

2.4.2 Efeitos de Matriz

Apesar da técnica analitica LC/MS/MS ser das mais sensiveis e seletivas, podem ocorrer
efeitos de matriz, especialmente, devido & utilizacdo da fonte de ionizagdo por Electrospray
para a analise de matrizes complexas. Normalmente, os efeitos de matriz sdo causados pela
alteracéo da eficiéncia na ionizagdo dos compostos alvo, devido a presenca de interferentes na
amostra. Assim, pode ocorrer um decréscimo no sinal da resposta (supressao iénica) ou um

aumento (enriquecimento ionico) 6971,

Em andlises quantitativas, este fendmeno é responsavel pela obten¢cédo de dados pouco
confiaveis, sendo que afeta a reprodutibilidade, a linearidade e a precisdo, dai a importancia da
avaliacdo destes efeitos no desenvolvimento e validacdo de um método de ensaio que utiliza
LC/MS/MS 7,

O processo que provoca efeitos de matriz ndo é totalmente compreendido, contudo as-
sume-se que compostos presentes na matriz coeluem com os analitos de interesse e influenci-
am a intensidade do sinal da resposta, durante o passo de ionizacdo. Os efeitos de matriz séo

muito variaveis e dependem da natureza da amostra [°6.97],
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Muitos mecanismos foram propostos para explicar o fendmeno de supressao iénica, en-
quanto, por outro lado, pouca informacao existe para explicar o enriquecimento i6nico. Contu-

do, os mecanismos dependem da técnica de ionizag&o utilizada 7,

Na técnica ESI, qualquer fendmeno que possa diminuir a taxa de producéo de gotas e a
formacdo de iBes na fase gasosa, pode provocar supressdo de sinal. Assim, 0s mecanismos
gue provocam uma diminuicdo na eficiéncia da ionizacdo podem ser divididos em dois grupos:

supressao idnica que se processa na fase liquida e na fase gasosa 71,

Os efeitos de matriz podem ser avaliados, quantitativamente, através do método de adi-

cAo pos-extragado 196,

Neste método, compara-se a resposta do analito em solucdo padrdo com a resposta de
uma solucgéo fortificada com o analito, ap0s a extracdo, na mesma concentracdo. A diferenca
na resposta entre a solucdo da amostra fortificada pds-extracdo e a solucdo preparada em
solvente, dividida pela resposta da solucdo preparada em solvente determina o grau do efeito

de matriz, como se pode observar na equagao 2.15 [°6.97],

Efeitos de Matriz (%) = X 100 (2.15)

Onde A é a area do pico do analito na solucéo padrdo e B é a area do pico do analito na
amostra. Assim, se o resultado obtido for, aproximadamente, igual a 0%, ndo existem efeitos
de matriz. Se o resultado for superior a 0%, ocorre enriquecimento idnico e se for inferior a 0%,

ocorre supressao idnica 0697,

Os efeitos de matriz ndo se conseguem eliminar totalmente, contudo estes podem ser
minimizados ou compensados. E possivel otimizar o procedimento de preparacdo da amostra,
de modo a reduzir a presenca de interferentes no extrato final. Em matrizes complexas, esta
tarefa € mais complicada, devido a presenca de diversos interferentes com propriedades qui-
micas diferentes. Outra op¢do € modificar as condi¢cdes cromatogréficas, de maneira a deslocar
o tempo de retencdo dos compostos alvo para longe da zona do cromatograma afetada por
efeitos de matriz. Alternativamente, é possivel utilizar um padréo interno para compensar as
alteragcfes no sinal. Por ultimo, caso seja possivel e se a sensibilidade nédo for alterada, pode

utilizar-se outra fonte de ionizacdo que seja menos afetada por efeitos de matriz [°6.71,
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2.4.2.1 Padrdo Interno

A utilizacao de um padréo interno (Pl) é muito importante para ajudar a corrigir perdas do
analito que ocorrem ao longo do método analitico. Assim, durante o desenvolvimento de um

novo método, a escolha de um Pl apropriado pode melhorar a exatiddo e a preciséo %I,

No desenvolvimento deste método, procedeu-se a utilizacdo de Pl, uma vez que ja se

sabia a partida que, sem a sua utilizacéo, existiriam grandes variac6es de resultados.

No método do padrdo interno, uma quantidade conhecida de PI é adicionada as amos-
tras, aos padrbes e aos ensaios em branco. Um padrao interno adicionado a amostra é desig-
nado de surrogate. O sinal de resposta obtido ndo € o sinal do analito em si, mas a razéo entre

o sinal do analito e do padréo interno [,

A escolha do padréo interno deve ter em conta certas caracteristicas, tais como [°7:%;

o Nunca estar naturalmente presente na amostra;

. Ser bem resolvido, ou seja, 0s picos do analito e do Pl devem ser medidos inde-
pendentemente;

. Eluir perto do analito de interesse;

. Ser estavel quimicamente, de modo a, no minimo, ndo degradar durante a prepa-

racdo da amostra e na analise cromatogréfica;

. Estar disponivel com uma pureza adequada;
° Ser compativel com a resposta do detetor;
° Apresentar estrutura quimica semelhante a do analito.

O padrao interno utilizado pode ser um analogo estrutural ou um composto estavel e
marcado isotopicamente, mas os Ultimos sdo preferidos pois apresentam a mesma estrutura e

propriedades cromatograficas semelhantes ao composto nativo 61,

O PI estavel e marcado isotopicamente € um composto onde varios atomos do analito
sdo substituidos por isétopos, como por exemplo, 2H (D), *3C e °N. Este PI exibe recuperagdes
semelhantes na extracéo, resposta semelhante na ionizagdo em ESI-MS/MS e um tempo de
retencao idéntico. Porém, estes sdo dispendiosos e nem sempre se encontram comercialmente

disponiveis [°6:99],

Os compostos marcados com *3C e N sdo mais apropriados do que os compostos
deuterados, uma vez que o hidrogénio e o deutério tém diferencas maiores nas propriedades

fisicas do que, por exemplo, *?C e *3C, porém estes sdo mais dispendiosos 7],
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Neste estudo, o PI utilizado foi um deuterado: o estradiol-Ds (C1sH19Ds02), que apresenta
uma massa molecular de 277,41 g/mol. Na Figura 2.15 é possivel observar a sua estrutura

molecular.

D

Figura 2.15 - Estrutura molecular do PI.
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Capitulo 3 — Validacédo do Método Analitico

A validagcdo de um método de ensaio é fundamental em andlises quimicas, sendo indis-
pensavel para a obtencdo de resultados crediveis, ou seja, os resultados devem satisfazer os

requisitos de qualidade que lhes séo exigidos 100101,

Um método de ensaio € um processo que envolve manipulacdes propicias a acumulagéo
de erros, tanto sistematicos como aleatérios, o que pode alterar, significativamente, o valor do

resultado final (102,

De acordo com a Norma NP ISO/IEC 17025, a validacao diz respeito a confirmacao,
através de exame e apresentacao de evidéncia objetiva, de que os requisitos especificos relati-

vos a uma dada utilizagéo séo satisfeitos (102,

A validacdo de um método interno deve ser adaptada a cada caso, tendo em conta o
grau de exigibilidade. Assim, os parametros minimos a avaliar sdo a gama de trabalho e a line-
aridade, os limiares analiticos, a sensibilidade, a precisdo e a exatiddo 04,

De modo a efetuar a validacdo, devem estudar-se os parametros através de avaliacéo

indireta ou direta.

3.1 Avaliacao Indireta

3.1.1 Seletividade e Especificidade

A seletividade diz respeito a capacidade de determinacdo de um analito, em particular

numa matriz complexa, sem que exista interferéncia de outros componentes 101,

Um método diz-se especifico quando permite garantir que a grandeza medida advém
somente do analito, portanto, quando é possivel diferenciar o composto de interesse de outros
compostos presentes na amostra. Assim, um método com elevada seletividade diz-se que é

especifico.

Este parametro pode ser avaliado através da realizacdo de ensaios de recuperacgéo utili-
zando diversas amostras. Portanto, um método analitico pode ser considerado especifico e
seletivo quando se verificam taxas de recuperagéo proximas de 100%, sendo que estes valores
dependem do tipo de metodologia praticada, podendo, nalguns casos, admitir-se intervalos de
recuperacdo mais ampliados. Também pode ser avaliado através de estudos de efeitos de
matriz, sendo que o método € considerado especifico e seletivo, caso ndo exista interferéncia

de componentes presentes na matriz.
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3.1.2 Quantificacao

De modo a interpretar os resultados obtidos experimentalmente, é necessario calcular

parametros como a curva de calibragdo, os limiares analiticos e a sensibilidade.

3.1.2.1 Curva de Calibracéo

A calibracdo é o processo que relaciona a resposta de um sistema de medida com a
concentracdo ou a quantidade de substancia conhecida.

De modo a efetuar a calibracdo do equipamento, devem preparar-se solu¢des padrao
com concentracdes conhecidas, que sdo analisadas nas mesmas condi¢cbes das amostras a
analisar. Os pontos experimentais obtidos permitem a construcdo da curva de calibracdo, que
relaciona a concentracdo e o sinal do equipamento, sendo que, a partir desta curva, se deter-
mina a concentracdo desconhecida do composto presente nas amostras, através de interpola-

céo.

A calibracdo deve ser efetuada aquando da analise, devendo existir critérios definidos
para aceitacdo. Como referéncia deve usar-se a norma ISO 8466-1, de forma a utilizar regres-

soes lineares através do Método dos Minimos Quadrados (Anexo 1) [101.104]

3.1.2.1.1 Linearidade

A linearidade corresponde a proporcionalidade direta entre a resposta obtida e a concen-

tracdo do composto em estudo, dentro de uma determinada gama de trabalho %31,

Este parametro pode ser avaliado através de testes estatisticos, como andlise de resi-
duos (Anexo Il), teste de Mandel (Anexo lll), teste de RIKILT (Anexo IV) ou teste das areas

normalizadas (Anexo V).

3.1.2.1.2 Gama de Trabalho

A gama de trabalho de um método analitico é o intervalo compreendido entre a concen-
tracdo maxima e minima do analito onde se demonstrou que o procedimento analitico tem pre-

cisdo, exatidao e linearidade 1931,
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A gama de trabalho pode ser avaliada através do teste de homogeneidade de variancias
(Anexo VII). Assim, para modelos lineares, segue-se a norma ISO 8466-1 e, para modelos
polinomiais de 2° grau, segue-se a norma ISO 8466-2 1101,

3.1.2.2 Limiares Analiticos

3.1.2.2.1 Limite de Detecao

O limite de detecdo (LOD) é a menor concentracéo do analito que é possivel detetar com

uma certeza estatistica razoavel, apesar de ndo ser possivel quantificar com um valor exato
[101]

Este parametro também pode ser definido como a concentragdo minima que produz um
sinal significativamente diferente do branco. Assim, tem que se verificar uma razdo de si-
nal/ruido de 3:1 1101103,

Para métodos que envolvam a utilizacdo de uma calibracéo linear, o limite de detecéo

pode ser calculado a partir da equagéo 3.1:

3 X Sy/x

- (3.1)

LOD =

Onde Sy/x € o desvio padréo residual da curva de calibragéo e b é o declive.

Também é possivel calcular o LOD através de vérias leituras do branco ou de uma con-

centragdo do composto ao limite inferior da gama de linearidade, pela equacéo 3.2:
LOD =3XS,, (3.2)

Onde S,, é o desvio padrdo de vérias leituras do branco ou da solu¢do com concentra-

¢8o mais baixa.

3.1.2.2.2 Limite de Quantificacdo

O limite de quantificacdo (LOQ) diz respeito & menor concentracdo a partir da qual é
possivel quantificar o analito, com exatiddo e precisdo adequadas. Neste caso, a razdo de si-
nal/ruido deve ser de 10:1 [101.103],

O primeiro padréo de calibracdo deve, entéo, ser igual ou ligeiramente superior ao limite

de quantificacdo %2,
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O LOQ pode ser calculado pelos mesmos métodos referidos para o LOD, mas com al-
gumas alteragbes. Se o método envolver a utilizagdo de uma calibragéo linear, o limite de

guantificacéo pode ser calculado através da equacao 3.3:

10 XSy/x

- (3.3)

LOQ =

Também é possivel calcular o valor a partir de ensaios em branco ou de solucdes padrao

com baixa concentragéo:

LOQ =10 X Sy, (3.4)

3.1.2.3 Sensibilidade

A sensibilidade mede a capacidade de um método para distinguir pequenas diferencas
de concentracdo do analito em estudo. Esta pode ser definida pelo quociente entre o acréscimo
do sinal e a variacdo da concentracdo correspondente ao acréscimo, como se observa na
equacéo 3.5 [0,

AL

S=—
AC

(3.5)
Onde AL é a variacdo do sinal de resposta e AC é a variacdo da concentracao que pro-
vocou a variacdo do sinal.

No caso de o método apresentar calibracéo linear, entdo este pardmetro € constante ao

longo da gama de trabalho e € igual ao declive da reta de calibragdo obtida 01,

Este parametro permite determinar a evolugdo da grandeza ao longo do tempo, compa-
rar a sensibilidade de diversos métodos analiticos para um mesmo analito, caso os modelos

sejam lineares, e comparar a sensibilidade para varios analitos 101,

3.1.3 Precisao

A precisdo de um método avalia o grau de concordancia entre os resultados de testes
individuais, repetidos sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrées, em con-
dicdes definidas 101103,

Este pardmetro pode ser expresso pelo desvio padrdo ou pelo coeficiente de variagao
[105]

O desvio padrao é dado pela expresséo:
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(3.6)

Sendo que x; é o valor individual de uma medicéo, ¥ € a média aritmética do nimero de

medicdes e n € o numero total de medicdes.
Jé o coeficiente de variacé@o é dado por:

CV(%) = = x 100 (3.7)

Ril v

Para averiguar a preciséo existem duas medidas extremas, denominadas por repetibili-
dade e reprodutibilidade. Entre estas existe uma situacéo intermédia que se designa por preci-

sdo intermédia 101,

3.1.3.1 Repetibilidade

A repetibilidade expressa a precisdo de um método realizado em condicées semelhan-
tes, isto €, no mesmo laboratério, pelo mesmo analista, utilizando o0 mesmo equipamento, com

0 mesmo tipo de reagentes, sobre a mesma amostra e num curto intervalo de tempo 104,

3.1.3.2 Precisao Intermédia

A precisdo intermédia refere-se a capacidade do método fornecer os mesmos resultados
guando as analises sao realizadas sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou padrées, no
mesmo laboratério, mas definindo quais sdo as condi¢des a variar, por exemplo, em diferentes

dias, por diferentes analistas, em diferentes equipamentos [,

Esta medida de precisdo é reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos

resultados, sendo a mais aconselhavel de usar 101,

3.1.3.3 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade diz respeito a capacidade do método fornecer os mesmos resultados
em condi¢Bes de ensaio diferentes, ou seja, em diferentes laboratorios, por diferentes analis-
tas, por diferentes equipamentos e/ou em diferentes épocas, mas sobre uma mesma amostra.

A reprodutibilidade é obtida a partir de ensaios interlaboratoriais 1%,
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3.2 Avaliacéo Direta

A avaliagdo direta tem como objetivo determinar a exatiddo dos métodos de ensaio. As-
sim, a exatiddo é definida como a concordancia entre o resultado do ensaio e o valor de refe-

réncia aceite como convencionalmente verdadeiro (101,

A exatiddo de um método analitico pode ser determinada através da participacdo em en-
saios interlaboratoriais, pelo estudo de materiais de referéncia certificados, através de testes
comparativos ou através de ensaios de recuperacao.

3.2.1 Ensaios de Recuperacao

Sempre que ndo existam materiais de referéncia certificados ou ensaios interlaboratori-
ais para o composto a validar, a exatiddo é avaliada através de ensaios de recuperacéo. Estes
sdo também uma forma de avaliar a aplicabilidade do método e a eficiéncia da preparacéo da

amostra.

Nos ensaios de recuperacao adiciona-se uma quantidade conhecida de analito a amos-
tra. Apds a extracdo da amostra e andlise do composto, verifica-se a concentracdo de analito
obtida experimentalmente, C,, em relagdo & concentracdo tedrica, C;, como se observa nha

equacao 3.8:
< Cq
Recuperacio (%) = T X 100 (3.8)
T
A recuperacdo do analito pode ser dependente da concentracdo, assim é necessario ob-

ter informacgBes em diferentes niveis de concentracdes da gama de trabalho.

Este pardmetro é avaliado através do calculo do coeficiente de variacdo e definem-se cri-
térios de aceitagdo, para as recuperacdes, em torno de 100%.

3.3 Estimativa da Incerteza

A avaliacdo da incerteza requer que se identifiquem todas as fontes possiveis de incer-
teza provenientes das vérias etapas da validacdo do método. Existem diversas abordagens

gue permitem quantificar a incerteza da medicéo, sendo que as utilizadas foram:

. Abordagem de modelagao, “passo-a-passo” ou bottom-up;
o Abordagem baseada em dados de validacdo e/ou controlo de qualidade do ensaio

recolhidos em ambiente intralaboratorial ou top-down.
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As fontes de incerteza consideradas neste trabalho, que se encontram descritas em de-
talhe no Anexo X, foram:

. Incerteza associada a preparacéo de padrdes, sendo que se considera a incerteza

do padrao de calibragédo de concentragcao mais baixa, up_, ;

o Incerteza associada a interpolacdo da curva de calibragdo, u,..;
o Incerteza associada a preciséo intermédia, u,ecisao»

o Incerteza associada a exatidéo (ensaios de recuperagao), Uyrecyp;
. Incerteza associada a concentracao do padréo interno, ucp,.

As componentes de incerteza padrdo, utilizadas nas abordagens estudadas, podem ser
combinadas de diferentes formas, sendo que, quando o método é aplicavel a varios niveis de
concentracfes, estas devem ser contabilizadas como incertezas relativas. Assim, a incerteza
padréo relativa combinada, u;, pode ser calculada pelas equagdes 3.9 e 3.10, tendo em conta

se a abordagem é bottom-up ou top-down.

ro_ ’ 2 ’ 2 ’ 2 ;2
Uc = \/ureta + uPcal + uprecisﬁo + Ucpr (39)

Ou

1o ’ 2 ' 2
Uc = \/upreciséo + Urecup (3-10)

A incerteza expandida, representada por U, permite obter o resultado sob a forma de um
intervalo, para um nivel de confianca elevado (normalmente 95% ou 99%), onde se pode admi-
tir que os valores obtidos podem ser atribuidos com razoabilidade ao mensurando.

A incerteza expandida € igual a incerteza padrdo combinada multiplicada por um fator de
expanséo, k, normalmente situado entre 2 e 3. Tipicamente, utiliza-se um valor de k igual a 2, 0

gue corresponde a um nivel de confianca de, aproximadamente, 95%.
U=u; Xk (3.11)
O resultado da concentrac@o devera ser expresso por:
C + U(C) [unidades de concentragio] (3.12)

A incerteza deve ser apresentada, no maximo, com dois algarismos significativos, por-
tanto o resultado final € apresentado em fungcdo do nimero de algarismos significativos da in-

certeza.
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Capitulo 4 - Materiais e Métodos

4.1 Equipamento e Material

4.1.1 Equipamento

o Cromatdgrafo liquido de ultra eficiéncia: ACQUITY UPLC System, Waters Corpo-
ration, equipado com:

o Software MassLynx versdo 4.1 SCN 714, Micromass Ltd., para configuracéo e
controlo do sistema e aquisicdo de dados;

o Coluna cromatografica, ACQUITY UPLC BEH Cis, dimenses: 2,1 mm x 50
mm, tamanho de particula: 1,7 um, Waters;

o Amostrador automatico: ACQUITY — Sample Manager;
o Misturador de solvente binario: ACQUITY — Binary Solvent Manager;
o Compartimento termostatizado para a coluna;
. Espetrémetro de massa: Waters TQ Detector, equipado com:
o Sonda de ionizacdo por Electrospray;
o Analisador de massas de triplo quadrupolo;

o Fotomultiplicador.

o Sistema automatizado de extragdo em fase soélida, Dionex, AutoTrace 280, Ther-
mo Fisher Scientific;

° Sistema de evaporagéo com fluxo de azoto, TurboVap Il Concentration Workstati-
on, Zymark;
° Sistema de obtencéo de &gua ultrapura, Milli-Q Advantage A-10, Millipore;

o Balanca analitica, Mettler Toledo XS204;
o Balanca analitica, Mettler Toledo NewClassic MS3002S/01;
o Agitador vortex MS 3 Digital, IKA;

. Banho de Ultrassons, VWR.
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4.1.2 Material

. Cartuchos de SPE Waters OASIS HLB, 6 mL, 200 mg, tamanho da particula: 30

pm;
. Tubos de evaporacéo de 200 mL, Biotage;
. Vials com fundo cénico de ambar de 1,5 mL, com tampa azul com fenda de

PTFE/silicone, Supelco;

. Seringas analiticas automatizadas de 100 yL e 500 uL, eVol™ XCHANGE, SGE
Analytical Science;

° Material de laboratério de uso corrente.

4.2 Reagentes

4.2.1 Gerais

. Agua ultrapura (Millipore);

. Acetona, CH3COCHSs, N.° CAS 67-64-1, grade HPLC-Isocratic, pureza = 99,9%,
Carlo Erba Reagents,

. Metanol, CH3OH, N.° CAS 67-56-1, grade HPLC PLUS Gradient, pureza = 99,9%,
Carlo Erba Reagents;

o Solugédo de amoniaco 25%, NH4OH, para andlise, N.° CAS 1336-21-6, EMSURE
ISO, Reag. Ph Eur, Supelco;

° Tiossulfato de sodio penta-hidratado, Na:S:03.5H20, para andlise, N.° CAS
10102-17-7, pureza 100,3%, PanReac AppliChem, ITW Reagents;

° Argon BIP grade 6.0, pureza 99,9999%, GASIN (garrafa) — gas de colisdo no es-
petrémetro de massa;

° Azoto, proveniente de gerador de azoto — gas de nebulizacdo, de dessolvatagéo e
de cone no espetrémetro de massa;

° Azoto Premier grade 5.2, pureza 99,9992%, GASIN (garrafa) — gas de auxilio na
secagem dos cartuchos (SPE) e na concentracdo das amostras (TurboVap II).

4.2 .2 Padroes Comerciais

o 17B-Estradiol, CisH2402, N.° CAS 50-28-2, pureza 96,13%, Dr. Ehrenstorfer;
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o 17B-Estradiol-Ds, C1sH10DsO2, N.° CAS 221093-45-4, concentragdo certificada 100
mg/L, Cerilliant.

4.3 Amostras

Neste trabalho foram analisadas amostras de agua para consumo humano, de agua sub-
terranea e de agua superficial recolhidas em diferentes zonas de captacao e de abastecimento

da EPAL. Estas foram armazenadas em camara frigorifica a 5 + 3 °C.

4.4 Preparacao de Solucdes

4.4.1 Solventes e Fase moével

o Fase movel A: agua ultrapura com 0,05% (v/v) de solucdo de amoniaco
Adicionar 0,5 mL de solugdo de amoniaco de 25% a um baldo volumétrico de
1000 mL, que contém agua ultrapura. Agitar bem, de modo a homogeneizar a so-
lucdo, e colocar em banho de ultrassons, para remover quaisquer bolhas de ar. O
pH desta solucéo é de, aproximadamente, 10,5.

. Fase médvel B e solvente de lavagem forte (strong wash solvent): metanol
As fases moveis possuem a validade de 3 dias.

. Solvente de lavagem fraca (weak wash solvent), lavagem de selo (seal wash sol-
vent) e solvente na preparacéo de solu¢des: dgua:metanol (7:3)
Num baldo volumétrico de 1000 mL, adicionar 700 mL de agua ultrapura e 300 mL

de metanol. Agitar bem e colocar em banho de ultrassons.

4.4.2 Solucdes Padrao

4.4.2.1 Solugdo Padrao Primaria de B-Estradiol

A solugdo padréo priméria foi preparada através da pesagem de 0,0200 g do padréo
comercial, numa balanca analitica calibrada, para um baldo volumétrico de 50 mL. A dissolugéo
do padrao deu-se em metanol, sendo que, posteriormente, se agitou a solu¢cdo no vortex e
colocou-se no ultrassons, para garantir que a dissolucao foi bem efetuada.

A concentragdo obtida seria de 400 mg/L, contudo, uma vez que a pureza do padréo é
de 96,13%, a concentragdo é 385 mg/L. Esta solu¢édo possui a validade de 1 ano, tendo sido

conservada num congelador a uma temperatura < -18 °C.
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4.4.2.2 Solucdo Padrao Intermédia | de B-Estradiol

Para preparar a solucao padrao intermédia | pipetou-se 1,04 mL da solugcéo padréo pri-
maria, para um baldo volumétrico de 20 mL, que foi aferida com metanol, de modo a obter-se
uma concentracdo de 20 mg/L. Esta solugéo foi guardada da mesma forma que a solucdo pa-

dréo primaria, contudo a validade atribuida foi de 1 més.

4.4.2.3 Solucdo Padrao Intermédia Il de B-Estradiol

A solucdo padréo intermédia Il foi preparada pipetando 1,0 mL da solucdo padrao inter-
média | para um baldo volumétrico de 25 mL, perfazendo-se o volume com metanol. A concen-

tracao obtida foi de 800 pg/L. A sua preparacédo foi efetuada em cada dia de trabalho.

4.4.2.4 Solugdo Padrao Intermédia Ill de B-Estradiol

A solucéo padréo intermédia Ill foi preparada pipetando 1,25 mL da solu¢do padrao in-
termédia Il para um baldo volumétrico de 50 mL, perfazendo-se o volume com &gua:metanol
(7:3), de modo a obter uma concentracao de 20 pg/L. A sua preparagao foi efetuada em cada
dia de trabalho.

4.4.2.5 Solucéo Padrao Primaria de B-Estradiol-Ds

A solucédo padréo primaria de B-estradiol-Ds foi obtida transferindo 100 pyL de padréo co-
mercial (100 mg/L) para um vial e diluindo em 400 pyL de metanol, para se obter uma concen-
tracdo de 20 mg/L. Esta solugdo possui a validade de 1 ano, tendo sido conservada num con-

gelador a uma temperatura < -18 °C.

4.4.2.6 Solucdo Padrao Intermédia | de B-Estradiol-Ds

De modo a obter uma concentragao de 50 pg/L de solucéo padréo intermédia | de PI, pi-
petou-se 62,5 yL de solugéo padrdo primaria para um baldo volumétrico de 25 mL, perfazendo-

-se 0 volume com metanol. A validade atribuida a esta solugéo foi de 2 meses.
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4.4.2.7 Solugdes Padréo de Calibragéo

As solucdes padrdo de calibragdo foram preparadas pipetando diferentes volumes da so-
lucdo intermédia Il de estradiol e de solugéo intermédia | de padréo interno, sendo o solvente
utilizado agua:metanol (7:3). A concentracdo de Pl em cada solucéo padrao de calibragdo é de
5 ug/L. Estas solucbes foram preparadas diariamente, de modo a tracar a reta de calibracéo.
Assim, os volumes adicionados e as concentrag6es de cada padrdo encontram-se na Tabela
4.1.

Tabela 4.1 - Volumes pipetados e concentracéo para cada solucéo padréo de calibragéo.

Vgl(;?eage Volume de Volume de Concentracio
Solucéo Intermégdia " SoI}Jgéo Solvente [Volume final de estrad?ol
Padréo de estradiol Intermedla | de [Agua:metanol (uL) (g/L)
estradiol-Ds (pL) (7:3) (uL)
(L)

P1 50 100 850 1000 1,0

P2 100 100 800 1000 2,0

P3 75 50 375 500 3,0

P4 100 50 350 500 4,0

P5 250 100 650 1000 5,0

P6 150 50 300 500 6,0

P7 180 50 270 500 7,2

P8 440 100 460 1000 8,8

P9 250 50 200 500 10

4.4.2.8 Solugbes Padrao para o Estudo de Linearidade do Pl

De modo a estudar a linearidade do padrdo interno foram preparadas 9 solugdes padréo
com as mesmas concentragdes que as solugdes padrao de -estradiol. Para tal, preparou-se,
primeiramente, uma solugéo intermédia de B-estradiol-Ds, a partir da solu¢éo primaria, descrita
em 4.4.2.5, pipetando-se 25 yL para um volume final de 25 mL, em metanol, obtendo-se uma

concentragao de 20 pg/L.

As solucdes padréo para estudo da linearidade do Pl foram preparadas adicionando dife-
rentes volumes de solugéo intermédia lll de estradiol, de solu¢éo intermédia de Pl acima des-

crita, e de solvente 4gua:metanol (7:3), como se demonstra na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 - Volumes pipetados e concentragdo para cada solugéo padréo de PI.

Volume de
~ Solucéo VqumeNde LAlliio s . Concentracao
Solucgao . Solucgéo Solvente Volume final A
~ Intermédia Il Lo , de estradiol-
Padréo de estradiol Intermédia de [agua:metanol (uL) Ds (ug/L)
estradiol-Ds (uL)|  (7:3) (uL) 5 (Hg
(uL)
P1 50 50 900 1000 1,0
P2 100 100 800 1000 2,0
P3 75 75 350 500 3,0
P4 100 100 300 500 4,0
P5 250 250 500 1000 50
P6 150 150 200 500 6,0
P7 180 180 140 500 7,2
P8 220 220 60 500 8,8
P9 500 500 - 1000 10

4.4.2.9 Solucdes para a Otimizacao das Condicdes de Operacdo do Espetrometro de
Massa

4.4.2.9.1 Solucdo Padréo de Estradiol para Infusédo

Para um baldo volumétrico de 5 mL, pipetou-se 1 mL da solucdo intermédia | de estradiol
(4.4.2.2) e perfez-se o volume com metanol:dgua com 0,05% (v/v) de solucdo de amoniaco
(1:1), obtendo-se uma concentracdo de 4 mg/L. Transferiu-se 0 volume necessario para um

vial, de modo a efetuar a infusdo no espetrémetro de massa.

4.4.2.9.2 Solucdo Padréo de Estradiol-Ds para Infusdo

De modo a obter a mesma concentragdo que a soluc¢édo anterior (4 mg/L), pipetou-se 50
ML da solugao comercial do padrao interno (100 mg/L) e adicionou-se 1,2 mL de solvente me-

tanol:dgua com 0,05% (v/v) de solucdo de amoniaco (1:1).

4.4.2.10 Solucao Padrao de Fortificagdo para Ensaios de Recuperacéo

A solucado padréo de fortificacdo foi preparada através da adi¢édo de 0,75 mL de solucdo
intermédia 1l (4.4.2.4) a um baldo volumétrico de 5 mL, perfazendo-se o volume com

agua:metanol (7:3), com o objetivo de obter uma concentragéo de 3 pg/L.
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4.5 Condicdes do Espetrometro de Massa

O desenvolvimento de um método analitico envolve a otimizagéo e definicdo de diversos
parametros. Primeiramente, é necessario definir as condi¢cdes que permitem detetar o compos-
to em analise, através da otimizacdo das condi¢Bes do espetrémetro de massa. Porém, exis-

tem alguns parametros previamente definidos, que se encontram na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Condic¢des previamente definidas para o espetrémetro de massa.

Gas de nebulizagdo, de dessolvatacdo e de cone JAzoto
Gés de coliséo Argon
Extrator (V) 2
Radiofrequéncia (V) 0,1
Temperatura da Fonte (°C) 150
Temperatura de dessolvatagéo (°C) 350
Fluxo do gas de cone (L/h) 25
Fluxo do gas de dessolvatagdo (L/h) 900

O primeiro objetivo foi a obtencdo do ido precursor, resultante da ionizacdo do composto
por electrospray em modo negativo, uma vez que este tem tendéncia para desprotonar. Para
tal, procedeu-se a infusdo da solucdo descrita em 4.4.2.9.1, com um fluxo de 20 yL/min, em
modo de aquisicdo full scan, apenas com o primeiro quadrupolo em funcionamento, o que per-
mitiu analisar todos os i6es e identificar o ido precursor.

De seguida, otimizaram-se as condi¢Bes de obtencéo do ido precursor, através da alte-
racdo dos pardmetros gue mais impacto tém na intensidade do sinal: tenséo no capilar e volta-
gem de cone.

Primeiro, alterou-se a tens&o no capilar para valores entre 0,5 e 3,5 kV. Apds a obtengéo
do valor que permite obter a maior intensidade, alterou-se a voltagem de cone para valores
entre 10 e 90 V.

Com o ido precursor identificado e as condi¢des otimizadas, procedeu-se & identificacao
dos iBes produto, pelo modo de aquisi¢cdo daughter scan, ou seja, 0 primeiro quadrupolo opera
em modo SIM e o terceiro quadrupolo em modo full scan. Por analise do espetro obtido, seleci-
onaram-se os dois iBes produto com maior intensidade de sinal, sendo que, de seguida, se

alterou a energia de colisédo, no segundo quadrupolo (célula de colisdo), entre 5 e 60 eV.

Apos a otimizac@o de todos os parametros necessérios a identificacdo dos ides precur-

sor e produto, foi possivel definir as transi¢ées do analito em estudo (MRM1 e MRM2).
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Neste caso, como se procede a adicdo de padréo interno, também é necessaria a sua

monitorizacao, assim, também se procedeu a infusdo direta da solugdo descrita em 4.4.2.9.2.

O procedimento foi semelhante, sendo que primeiro se identificou e otimizou as condi-
¢Oes do ido precursor. Portanto, alterou-se a voltagem de cone entre 10 e 80 V e alterou-se a
tensdo no capilar para valores entre 0,5 e 3,5 kV, para confirmar que o melhor valor era igual
ao definido anteriormente, uma vez que este ndo pode ser alterado ao longo da analise para

cada composto.

De seguida, identificou-se um ido produto através da otimizacdo da energia de colisao
entre 5 e 60 eV. Por fim, definiu-se a transicdo MRM mais vantajosa em termos de sensibilida-
de.

4.6 Condi¢cdes Cromatograficas

As condicdes cromatograficas utilizadas, que se observam nas Tabelas 4.4 e 4.5, fo-
ram as mesmas que ja se utilizam em rotina na EPAL, para analise de desreguladores enddcri-

nos, da qual o estradiol faz parte.

Tabela 4.4 - Condi¢des cromatograficas utilizadas para a analise do analito.

Coluna cromatogréfica ACQUITY UPLC BEH Cyg (2,1 mm x 50 mm; 1,7 ym)
A: Agua ultrapura com 0,05% (W/V) de solug&o de amoniaco
Fase méwvel
B: Metanol
Fluxo do eluente (mL/min) 0,3
Temperatura da coluna (°C) 40
Temperatura do amostrador (°C) 10
Volume de injecao (uL) 20
Tempo de analise (min) 9

Tabela 4.5 - Gradiente da fase movel.

Tempo (min) Solvente A (%) [ Solvente B (%)
0,0 70 30
0,3 70 30
4,0 5 95
6,0 5 95
6,2 70 30
9,0 70 30
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Assim, todos os dados necessérios para definir o método de andlise de estradiol no
software do equipamento estdo reunidos. Na Tabela 4.6, é possivel observar as condi¢bes
definidas, sendo que se definiram dois métodos de andlise e tratamento de resultados. O pri-
meiro considera o padrao interno, portanto a resposta obtida é a area relativa (area pico estra-
diol/ &rea pico PI), enquanto o segundo ndo considera o PI, logo a resposta obtida € a area

absoluta de estradiol (método do padrédo externo).

Tabela 4.6 - Condic¢des inseridas no método criado no software para andlise de estradiol.

ET0) Tensdo |Voltagem 16es Energia de
Modo de . X - X
Composto lonizac3o precursor |no capilar| de Cone | produto [Transicdo MRM| Coliséo
¢ (m/z) (kv) () (m/z) (eV)
144,9 MRM1 30
B-estradiol ESl | 271,2 55 (q“a&tg'&zgao)
2,5 182,9 ) ~ 30
(qualificacao)
MRM1
B-estradiol-Ds ESI- 276,3 60 146,9 e 30
(quantificacao)

4.7 Validacdo do Método de Ensaio

4.7.1 Estudo da Linearidade

Para averiguar a linearidade na gama de trabalho definida analisaram-se as solu¢des

padrdo descritas em 4.4.2.7 e 4.4.2.8.

Os resultados obtidos foram tratados através do Método dos Minimos Quadrados, de
modo a se obter um ajuste linear. A estes resultados foram entdo aplicados os testes estatisti-

cos referidos anteriormente, que para serem aceites devem cumprir certos critérios:

° Coeficiente de correlagao (R) = 0,995;

o Desvio do teste de andlise de residuos + 10%;
° Coeficiente de varia¢do do método (CVm) < 5%;
° Teste de Mandel VT < F, n-3, 95%);

. Valor do teste de RIKILT =2 90% e < 110%;

° Valor do teste das areas normalizadas = 85% e < 115%.

Um dos critérios de qualificacdo € o valor da razédo das transicdes MRM1/MRM2, assim

avaliou-se ainda a sua estabilidade ao longo da gama de trabalho.
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4.7.2 Limiares Analiticos

Os limites de detecdo e de quantificacdo instrumentais foram determinados, em condi-
¢Oes de repetibilidade (n=10), através da inje¢cao do padrao de concentracao inferior do interva-
lo de linearidade (P1). Foram também calculados a partir da reta de calibragédo e através da
razdo sinal/ruido, tendo em conta o padrdo de menor concentragdo. Os critérios de aceitacédo
considerados foram que o LOQ deve ser inferior ao primeiro padréo da reta e que a razéo si-

nal/ruido deve ser superior a 10.

4.7.3 Precisao

A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade e de precisdo intermédia. Para estu-
dar a precisdo, em condicGes de repetibilidade, foram analisados quatro niveis de concentra-
cdo diferentes, ou seja, analisaram-se os padrdes de calibracdo do inicio da gama de trabalho
(P1 e P2), o padrdo a meio da gama (P5) e o padrdo do fim (P9). A precisdo intermédia foi
avaliada, em diferentes dias de trabalho, através da analise de uma solucdo padréo de gama
mais baixa (P2) e de uma solucdo padrdo de gama mais alta (P8). Como critério de aceitacédo

considerou-se que o coeficiente de variacdo deve ser sempre inferior a 15%.

4.8 Condicoes de Preparacao da Amostra

As condicdes utilizadas para preparar a amostra, através da técnica de SPE, ja eram uti-
lizadas no laboratério, tendo sido otimizadas em estudos prévios. As tarefas executadas pelo

programa encontram-se na Tabela 4.7.

Tabela 4.7 - Condic¢des da técnica de SPE.

6,0 mL de metanol:acetona (3:2) a 10 mL/min
Condicionamento 6,0 mL de metanol a 10 mL/min
5,0 mL de agua ultrapura a 10 mL/min

Aplicacédo da amostra |500 mL de amostra a 30 mL/min

Lavagem 1,0 mL de agua ultrapura a 10 mL/min
Secagem 20 minutos com corrente de azoto
Eluicdo 4+2 mL de metanol:acetona (3:2) a 2,0 mL/min
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Como é necessario concentrar a amostra e o solvente de eluicdo ndo é o mais apropria-
do para andlise do composto, procedeu-se a evaporacdo do solvente até a secura. Para tal
utilizou-se um sistema TurboVap, sendo que as condi¢cdes definidas se encontram na Tabela
4.8.

Tabela 4.8 - Condic¢des do sistema de concentracao sob corrente de azoto.

Temperatura do banho de agua (°C) |35
Presséo (bar) 0,2

O procedimento de preparacdo de amostras realizado foi o seguinte:

1. Colocaram-se os cartuchos OASIS HLB, os baldes volumétricos com as amostras
e 0s tubos de ensaio, para recolha, no sistema de SPE;
Ativou-se o programa descrito ha Tabela 4.7;
No fim, transferiu-se o volume dos tubos de ensaio para tubos de evaporacéo;
Concentraram-se 0s extratos obtidos no sistema de concentracdo sob corrente de
azoto, até a secura, de acordo com as condi¢Ges da Tabela 4.8;
Reconstituiram-se os extratos com um volume de 0,2 mL e agitou-se no vortex;
Transferiu-se o volume para vials;
Procedeu-se a analise, tendo em conta as condi¢cbes definidas nos pontos 4.5 e
4.6.

4.9 Ensaios de Recuperacéo

De modo a avaliar a eficiéncia do passo de preparacdo da amostra, bem como a exati-
dao e a aplicabilidade do método, realizaram-se ensaios de recuperacdo em diferentes matri-
zes e em diferentes niveis de fortificacdo, nomeadamente a 1 ng/L, o limite que se pretende
atingir, a 2 ng/L e a 3 ng/L.

A cada 500 mL de agua a analisar, adicionou-se 0,05 g de tiossulfato de sédio, de modo
a eliminar o cloro residual.

Para o nivel de fortificacdo de 1 ng/L, adicionou-se 334 uL de solugdo padrao de fortifi-

cacdo (3 pg/L), descrita em 4.4.2.10, por cada litro de volume de amostra.

Para o nivel de fortificacdo de 2 ng/L, adicionou-se 0,67 mL de solugéo padréo de fortifi-
cacéo por cada litro de amostra.

Por fim, para o nivel de fortificagdo de 3 ng/L, adicionou-se 1,0 mL de solu¢éo padrao de
fortificag&o por cada litro de amostra.
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Por cada amostra analisada, foram realizadas, no minimo duas réplicas. Também se
procedeu sempre a preparacgdo e analise de um ensaio em branco, de modo a corrigir os resul-
tados obtidos, caso o composto em estudo estivesse presente. Foi também necessario adicio-
nar padrdo interno a todas as preparagfes, para se obter uma concentragdo de 5 pg/L nos
vials, a mesma concentracdo presente nas solu¢bes padrdo de calibracdo. Adicionou-se 20 L
de solucéo intermédia | de Pl (50 ug/L) por cada 500 mL de volume de amostra, tendo em con-

ta que o volume final, apds concentragéo e reconstituicdo, é de 200 pL.

Como se parte de um volume inicial de 500 mL e o volume final é de 0,2 mL, o fator de
concentracao que se obtém é de 2500. Portanto, as concentrag@es finais obtidas nos vials sdo
de 2,5 pg/L, 5,0 pyg/L e 7,5 ug/L, respetivamente para cada nivel de concentragédo. Estes valo-

res encontram-se dentro da gama de trabalho, o que permite efetuar interpolacéo.

O procedimento realizado foi o descrito em 4.8, sendo que, apds a concentracao até a

secura, se reconstituiu o extrato com 0,2 mL de agua:metanol (7:3).

4.10 Efeitos de Matriz

Os efeitos da matriz foram avaliados durante a validacdo do método de ensaio, por for-

ma a justificar a necessidade de utilizacdo de padrao interno.

Por cada 500 mL de amostra, procedeu-se a adi¢cdo de 0,05 g de tiossulfato de s6dio. De
seguida, realizou-se a SPE e a concentracdo até a secura, como descrito anteriormente. No
fim, adicionaram-se 150 uL de agua:metanol (7:3) e 50 pL de solugao intermédia Il de estradiol
(20 pg/L), de modo a obter uma concentracao de 5 pg/L no vial. A solucdo obtida foi compara-
da com o padrdo de calibracdo P5 (5 ug/L), através do método cromatogréfico definido sem
padrdo interno. Se a area de amostra obtida fosse significativamente diferente da area do pa-
dréo de calibracéo, verificavam-se efeitos de matriz, ou seja, se o médulo da diferenca percen-

tual fosse superior a 20%.
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Capitulo 5 - Apresentacao e Discussao dos Resultados

5.1 Otimizag&o das Condi¢cdes do Espetrometro de Massa

O desenvolvimento do método analitico iniciou-se com a definicdo das condi¢cdes do es-
petrometro de massa, de modo a permitir a adequada identificacdo e quantificagdo do compos-
to em estudo. Para tal, otimizaram-se trés parametros: tensdo no capilar, voltagem de cone e
energia de colisdo, de modo a maximizar a intensidade do sinal, ou seja, para obter o0 maximo

de seletividade e sensibilidade.

Numa primeira fase, otimizaram-se os parametros relacionados com a formacdo do ido
percursor (tensdo no capilar e voltagem de cone), que ocorre na fonte de ionizacdo, e de se-
guida o parametro relacionado com a formacédo dos ides produto (energia de colisdo), que

ocorre na célula de colisdo.

Para otimizar as condi¢Ges da fonte de ionizacdo, procedeu-se a infusdo direta do com-

posto de interesse e do seu padrao interno, como descrito no ponto 4.5.

Devido as suas propriedades acidas, o estradiol tem tendéncia para desprotonar, assim
0 ido precursor formado serd um ido molecular desprotonado (M-H"), dai a escolha de utiliza-

¢do do Electrospray em modo negativo.

Apés a identificacdo do ido precursor, estudou-se a influéncia da variacdo da tenséo no
capilar na intensidade do ido formado, sendo que os resultados obtidos se encontram na Figura
5.1.

Como a tensdo no capilar que permite obter a maior intensidade de sinal € de 2,5 kV pa-
ra ambos os compostos, esse foi 0 valor selecionado. Apéds a fixagdo deste pardmetro, selecio-

nou-se a melhor voltagem de cone, como se observa na Figura 5.2.
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Figura 5.1 - Representacgéo grafica da variacdo da intensidade do sinal com a tensdo no capilar para o
ido precursor do estradiol (m/z=271,2) e do padréo interno (m/z=276,3).
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Figura 5.2 - Representacgéo gréfica da variacdo da intensidade do sinal com a voltagem de cone para o
ido precursor do estradiol (m/z=271,2) e do padréo interno (m/z=276,3).
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Para o estradiol, avaliaram-se voltagens de cone compreendidas entre 10 e 90 V. Como
se verificou que se obtinham intensidades maiores para valores de 50 e 60 V, analisou-se ain-

da a voltagem de 55 V, que se verificou ser a que possibilitava a maior intensidade de sinal.

Para o estradiol-Ds, alterou-se a voltagem de cone para valores entre 10 e 80 V. Como
se verificou que se obtinham maiores intensidades para valores de 50 e 60 V, analisou-se ain-
da as voltagens de 55 e 65 V, sendo que se verificou que a voltagem de 60 V permitia uma

maior intensidade de sinal.

ApOs a otimizacdo dos parametros de ionizacdo pdde proceder-se a otimizacao das con-
dicbes de operacgdo do analisador de massas. Para tal, procedeu-se a infuséo direta do com-
posto de interesse e do seu padrdo interno, sendo que se avaliaram 0s espetros obtidos da
fragmentacdo do ido precursor através da alteracdo da energia de colisdo, por analise em mo-
do Daughter Scan.

O modo de operacéao do triplo quadrupolo a ser utilizado em rotina € o MRM. Assim, se-
lecionaram-se dois ides produto para o estradiol e um ido produto para o padrdo interno. Os
ibes produto selecionados para o estradiol apresentam uma razdo m/z de 144,9 e 182,9, o que
esta de acordo com a Tabela 2.2, sendo que a fragmentagdo proposta se encontra na Figura
5.3. Para o padréo interno, o ido produto selecionado apresenta uma razdo m/z de 146,9. A

fragmentacao proposta encontra-se na Figura 5.4.

OH
> -0
145 m/z
C4oHO
- CH,,0
271 miz i
CigHp30, 10
183 m/z
Ci3H O

Figura 5.3 - Fragmentacao proposta do ido precursor de estradiol (adaptado de [106]).
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CgH4, D30

276 m/z
C1gH1sD50,

v

-0

147 m/z

Figura 5.4 - Fragmentac&o proposta do ido precursor de estradiol-Ds.

Na Figura 5.5, é possivel observar a evolugdo da fragmentacdo do ido precursor nos

iBes produto selecionados em funcéo da energia de colisdo.
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Figura 5.5 - Representacgédo gréfica da variacédo da intensidade do sinal com a energia de coliséo para os
ides precursor e produto selecionados para o -estradiol e para o -estradiol-Ds.
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A partir da Figura 5.5 é possivel observar que o aumento da energia de colisdo promove
a fragmentacéo do ido precursor, uma vez que existe diminuicdo da intensidade do seu sinal. A
energia de coliséo 6tima permite a formacao dos ides produto com intensidade de sinal maxi-
ma, contudo ainda deve ser possivel detetar o ido precursor, de forma a garantir que os frag-
mentos formados advém deste. A energia de colisdo 6tima para o estradiol e para o Pl é de 30
eV, para todos os ides produto.

Nas Figuras 5.6 e 5.7, estdo representados os espetros de massa obtidos para as condi-
¢Oes oOtimas definidas.

ESTRADIOL ENERG COLISAO 30EV 24 (0.404) Cm (5:25) Daughters of 271ES-
100+ 9.71e5

2711
l&o precursor

144,9
lao produto 1

182,9
lao produto 2

183.3

1428

m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Figura 5.6 - Espetro de massa do estradiol obtido no modo Daughter Scan para uma energia de colisdo
de 30 eV.
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ESTRADIOL D5 ENERG COLISAO 30EV 16 (0.269) Cm (5:23) Daughters of 276ES-
100- 8.96e5

146,9 |47, 276,0
1o produto 1o precursor

187.1

1450
144 8

2442
173.0

2437‘

1708
148.1 274.1
148.3
158.9

et .f“.‘l‘."}k‘. \L‘L { \‘A}‘i‘iﬂj*“& & N L

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Figura 5.7 - Espetro de massa do estradiol-Ds obtido no modo Daughter Scan para uma energia de coli-
séo de 30 eV.

Os parametros utilizados no modo MRM encontram-se resumidos nha Tabela 5.1.

Tabela 5.1 - Resumo das condic¢des 6timas para a obten¢éo do ido precursor e dos ides produto.

ESI-
Massa Tensdo | Energia
Composto molecular no Voltagem L de
) de cone | Transicdo MRM (m/z) .
(@/mol) capilar W) colisdo
(kV) (eVv)
. MRM1 |271,2—144,9 30
Estradiol 272,38 55
2,5 MRM2 |271,2—182,9 30
Estradiol-Ds 277,41 60 MRM1 |276,3—146,9 30

5.2 Condi¢des Cromatograficas

Apos se terem determinado as condigdes de monitorizagdo do composto no espetrome-
tro de massa, injetou-se uma solugéo padréo de estradiol e uma de PI, com 100 ug/L, nas con-

digbes descritas no ponto 4.6, de modo a determinar um tempo de retencéo tipico e avaliar a
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existéncia de interferentes. Analisou-se também o solvente agua:metanol (7:3), ou seja um

branco, de modo a garantir que 0s compostos ndo se encontravam presentes.

Nas Figuras 5.8 a 5.10 é possivel observar os cromatogramas obtidos da injecédo do pa-
drédo de estradiol, do padréo de PI e do solvente, respetivamente, sendo que, em cada conjunto
de cromatogramas, o primeiro diz respeito a transi¢céo do PI e os outros as transi¢cdes do estra-
diol, MRM1 e MRM2.

padrao Estradiol 100ugL
01032021-03 2: MRM of 1 Channel ES-
Ho0: 6.71 276.3 > 146.9 (b Estradiol D5 - Pi)
103

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.60 8.00 g.bo I 10?00

01032021-03 1: MBRM of 2 Channels ES-
100 3.14 271.2 > 144.9 (b Estradiol)
00e4
2
0 T T T T ‘k

T T T T T T T T T T T 1 Time
10.00

01032021-03 1: MRM of 2 Channels ES-
1004 3.14 271.2 > 182.9 (b Estradiol)
4.49¢4

g
%

Oy LA AR ARAS LR AN AAMME RALAS LARAS AR AR

100 | 200 ' 300 ' 400 & 500 = 600 700 800  9.00  10.00

Figura 5.8 - Cromatogramas obtidos da inje¢cdo de uma solu¢éo padréo de estradiol.

A partir da Figura 5.8, é possivel observar que, na janela do Pl, apenas existe ruido, logo
confirma-se que ndo existe interferéncia do estradiol na janela de monitorizacdo do estradiol-

Ds. J& nas outras janelas, observam-se os picos cromatogréaficos nas transi¢cdes de quantifica-
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¢do e qualificagdo esperadas para o estradiol com um tempo de retencdo de 3,14 min. Por
comparacdo com a Tabela 2.2, observa-se que o composto tem um menor tempo de retencao.
Em comparagdo com os estudos efetuados em HPLC j& era expectavel que tal acontecesse. Ja
em comparacao com os estudos em UPLC, o tempo de retencdo é menor, pois as colunas
utilizadas sdo de maior dimensédo (Tabela 2.1), exceto uma. Contudo, existem outras caracte-

risticas que tém influéncia, como o gradiente de eluicdo, as fases moveis e a temperatura da

coluna.
padrao Estradiol D5 100ugL 2.5kV
01032021-09 2: MRM of 1 Channel ES-
100+ 313 276.3 > 146.9 (b Estradiol D5 - Pi)
2.26e4
LIS
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
01032021-09 1: MRM of 2 Ghannels ES-
100+ 3.14 271.2 > 144.9 (b Estradiol)
174
£
3.17
3.10
3.18
0.61_0.801.52 272 402432 4 45
et 2z 22 ) LG
Ottt et e e e e e e Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
01032021-09 1: MRM of 2 Channels ES-
0.31 271.2 > 182.9 (b Estradiol)
100+
42
3.16

9
%

1.82
0.86 2.36 2.87

100 200 = 300 = 400 500 & 600 700 & 800 900  10.00

Figura 5.9 - Cromatogramas obtidos da injecéo de uma solucéo padrédo de PI.

A partir da Figura 5.9, é possivel observar a transi¢éo esperada do Pl, com um tempo de
retencdo de 3,13 min, portanto conclui-se que a elui¢cdo é perto do analito de interesse. Na

janela que diz respeito a transicdo MRM1 do estradiol, observa-se uma interferéncia de estra-
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diol-Ds que nao é significativa, uma vez que a intensidade do sinal € muito baixa. Ja na janela
relativa a transicdo MRM de qualificacdo, ndo se observam interferéncias.

Solvente Agua MeOH 7:3
01032021-01 2: MRM of 1 Channel ES-
i 5.72 276.3 > 146.9 (b Estradiol D5 - Pi)
100 81

6.01

7.91 859897

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

01032021-01 1: MBM of 2 Channels ES-
5.38 271.2 > 144.9 (b Estradiol)
100 N &7

5.33

6.57

6.73 8.1 820
73 78
22 o oo

Time
7.00 8.00 9.00 10.00

01032021-01 1: MRM of 2 Channels ES-
100+ 4.75 271.2 > 182.9 (b Estradiol)
109

/671 251.662.08 3gg 443

271313

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Figura 5.10 - Cromatogramas obtidos da inje¢&o do solvente.

Por fim, a partir da Figura 5.10, pode observar-se que o solvente utilizado ndo apresenta

gualquer presenca de interferentes ao tempo de reten¢do dos analitos.

5.2.1 Estudo do Efeito da Temperatura da Coluna

Apesar das condi¢bes cromatogréficas se encontrarem previamente definidas, estudou-
-se qual o efeito da temperatura da coluna no processo cromatogréfico, mais especificamente

na &rea de pico absoluta, na altura de pico e no tempo de retencao do analito. Para tal, injetou-
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-se o padrao P9 (10 ug/L), em condi¢des de repetibilidade (n=4), alterando-se a temperatura da
coluna para valores de 30, 40 e 50 °C.

Na Figura 5.11 observa-se os cromatogramas obtidos, bem como a média dos resulta-
dos, tendo em conta as diferentes temperaturas.

T=50% T=40°C
Tr médio = 3,04 min Tr médio = 3,16 min
CV=0,11% CV = 0,08%
Area absoluta média = 2 016,3 / —>» Area absoluta média = 1780,5
CV = 4,4% CV =64%
1009 Altura média do pico = 31 742 Altura média do pico = 27 677
CV = 4,5% CV=63%
T=30°C
Tr = 3,28 min
Area absoluta média = 1 542,7
cV =7,3%
Altura média do pico = 23 522
CV =7,8%

%

Figura 5.11 - Cromatogramas representativos do efeito da temperatura no tempo de retencao, na area
absoluta e na altura de pico.

O aumento da temperatura leva a uma diminuicdo da viscosidade da fase movel, o que
faz com que a transferéncia de massa aumente, o que permite que exista maior difusdo do

analito e, consequentemente, o tempo de retencéo diminua e a sensibilidade aumente.

Deve haver um compromisso entre o sinal obtido e o tempo de retencédo, uma vez que o
composto ndo deve eluir demasiado cedo, pois é no inicio do cromatograma que se encontram
a maioria dos interferentes. Para além disso, o limite maximo da coluna cromatografica é de 60
°C, portanto a temperatura de 50 °C pode diminuir o seu tempo de vida.

Portanto, comprova-se que a temperatura, previamente definida, de 40 °C é adequada.

5.2.2 Estudo do Efeito do Volume de Injecdo

Para avaliar o efeito do volume de injecdo no sinal obtido, injetou-se o padrdo P9, em

condicdes de repetibilidade (n=4), alterando-se o volume para valores de 5, 10, 15 e 20 pL.
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O volume de injegéo deve ser reduzido para evitar a dispersdo da amostra e, conse-
guentemente, o alargamento do pico cromatografico. O valor maximo permitido pelo equipa-

mento utilizado € de 20 pL.

A alteracao deste parametro tem influéncia na area e na altura de pico obtidas. Os resul-

tados encontram-se na Figura 5.12.
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Figura 5.12 - Cromatogramas representativos do efeito do volume de inje¢&o na &rea absoluta e na altura
de pico.

Os resultados obtidos demonstram que o aumento do volume de inje¢do provoca um
aumento de sensibilidade. Através do cromatograma, sabe-se que o volume maximo permitido
nao provoca alargamento dos picos, portanto comprova-se que o volume de 20 L, previamen-

te definido, é adequado.

5.2.3 Estudo do Efeito do Gradiente de Eluicéo

Para avaliar o efeito do gradiente de fase mdvel na intensidade de sinal obtida e no tem-
po de retencdo, injetou-se o padrdo P9, alterando-se o tempo do gradiente para solvente mais

organico (5% A-95% B) aos 2, 4 e 6 min, como se observa na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2 - Gradientes utilizados para o estudo do efeito do gradiente.

Gradiente 1 Gradiente 2 Gradiente 3
Tempo | Solvente | Solvente | Tempo | Solvente | Solvente | Tempo | Solvente | Solvente
(min) A (%) B (%) (min) A (%) B (%) (min) A (%) B (%)
0 70 30 0 70 30 0 70 30
0,3 70 30 0,3 70 30 0,3 70 30
2 5 95 4 5 95 6 5 95
6 5 95 6 5 95 6,2 5 95
6,2 70 30 6,2 70 30 6,3 70 30
9 70 30 9 70 30 9 70 30

Os resultados obtidos encontram-se na Figura 5.13.

Gradiente 2 Gradiente 3
Tg = 3,16 min —> Tr=3,95min
Area absoluta = 1 726,9 Area absoluta = 1 513,8
Altura de pico = 26 989 Altura de pico = 22 671
Gradiente 1
Tr = 2,22 min

Area absoluta = 1 485,9
Altura de pico = 26 144

Bt

Figura 5.13 - Cromatogramas representativos do efeito da alteragdo do tempo do gradiente.

Através da Figura 5.13, observa-se que o gradiente 2 apresenta maior area absoluta e
maior altura de pico, apesar de as diferencas ndo serem muito significativas. No gradiente 3,
verificou-se diminuicdo na sensibilidade, sendo que ocorreu diminuicdo da altura e da &rea de

pico.

Quanto maior a polaridade da fase mével, maior o tempo de retencdo. Como referido an-
teriormente, deve haver um compromisso entre o sinal obtido e o tempo de retencéo, para o
composto ndo eluir demasiado cedo. Portanto comprova-se que o gradiente 2, previamente

definido, foi uma opg¢éo adequada.
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5.3 Validacédo do Método de Ensaio
5.3.1 Estudos de Linearidade

O primeiro passo na validagdo de um método de ensaio consiste na avaliagéo da lineari-
dade. Para tal, procedeu-se a injecéo de solugdes padrdo de estradiol, descritas em 4.4.2.7, e
de estradiol-Ds, descritas em 4.4.2.8. Assim, avaliou-se a linearidade do analito de interesse,

bem como do seu PI.

Comecou-se por representar, graficamente, a dependéncia do sinal instrumental em fun-
¢do da concentracdo, sendo que, para o estradiol, o sinal pode ser obtido em termos relativos

ou absolutos. A linearidade foi avaliada através do Método dos Minimos Quadrados.

Na Figura 5.14, apresentam-se as retas de calibrag&o obtidas.

7.0 - A 1600 - B
60 | 1400
1200
= 5,0 1
2 £1000 -
T 40 - E
) o 800 -
€ 301 2
g ’ s 000 -
~ g
2.0 1 2 400
1,0 200 4
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Figura 5.14 — Representacgéao gréfica das retas de calibracéo: Estradiol - com PI (A); Estradiol - sem PI (B)
e PI (C).

Na Tabela 5.3, apresentam-se as equagdes da reta obtidas, os coeficientes de determi-
nacdo para a gama de trabalho definida, bem como os coeficientes de variacdo do método
(CVm).
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Tabela 5.3 - Gama de trabalho, equacéo da reta, coeficiente de determinagao e coeficiente de varia¢éo

do método.
Gamade| o o Equagdo da Reta
Composto trabalho R? CVnm (%)
pontos
(ug/L)
a b

Estradiol —com Pl | 1,0 - 10 9 -0,0064 | 0,6254 0,9979 2,9
Estradiol —sem Pl | 1,0-10 9 11,55 142,9 0,9967 3,6

Estradiol-Dg 1,0-10 9 4,722 37,18 0,9979 2,9

Através da Tabela 5.3 e da Figura 5.14, é possivel observar que os coeficientes de de-
terminacdo obtidos sé@o superiores ao critério de aceitacao de 0,990 e que os coeficientes de

variagdo do método sao inferiores a 5%.

Por comparagdo com as Tabelas 2.1 e 2.2, de uma maneira geral, a gama de trabalho
escolhida é mais elevada, mas o fator de concentracdo também é mais elevado, o que significa
gue a preparacdo da amostra € um passo essencial para que se atinjam limites de quantifica-
¢do tao baixos.

Como o coeficiente de determinacdo ndo garante, por si sO, a existéncia de linearidade
foi necessario realizar outros testes estatisticos.

O primeiro teste estatistico aplicado foi a andalise de residuos (Anexo Il), sendo que se
considera um bom ajuste linear quando os desvios entre 0s pontos experimentais e estimados
séo inferiores a 10%. Na Figura 5.15 apresentam-se os resultados obtidos, onde é possivel
observar uma distribuicdo aleatdria dos desvios acima e abaixo da linha central (0%), o que

demonstra a auséncia de tendéncias.

Aplicou-se também o teste de Mandel (Anexo IIl), de modo a avaliar se a func¢éo de cali-
bracdo polinominal de 2° grau é ou néo significativamente melhor que a funcéo linear. Calcu-
lou-se o valor de teste (VT) e comparou-se o resultado obtido com o valor tabelado da fungéo
da distribuicdo de Fischer-Snedecor (Tabela 5.5). Se VT<F, conclui-se que a funcéo de calibra-
¢do polinomial ndo conduz a um ajuste significativamente melhor, por isso assume-se uma
funcao de calibracéo linear.

Foi também aplicado o teste de RIKILT (Anexo V), sendo que o intervalo de aceitacéo
dos valores obtidos se encontra entre 90 e 110%. Na Figura 5.16 apresentam-se os resultados
obtidos para o teste de RIKILT.
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Figura 5.15 - Representacgédo grafica da analise de residuos: Estradiol - com PI (A); Estradiol - sem PI (B);
PI (C).
115 4 A 115 - B
105 4 ° 105 A
<3 g ®
t A ° Y o g [} [ ] )
3 [ J %
> ‘ S5 | g
95 4 ° ° S
85 — 85 ' T T T
00 10 20 30 40 50 60 7.0 80 90 100 0,0 10 20 30 40 50 60 7,0 80 90 10,0
Concentragao (ug/L) Concentragao (ug/L)
15 | c
1051 ©
= (] ) o
< . .
X °
S )
>95 - 3
85 T T T T T T 1
00 10 20 30 40 50 60 7,0 80 90 100
Concentragéo (ug/L)

Figura 5.16 - Representacgéo gréafica do teste de RIKILT: Estradiol

- com PI (A); Estradiol -
(©).
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Aplicou-se ainda o teste das areas normalizadas (Anexo V), onde os valores normaliza-
dos que néo se situem entre 85 e 115% s&o rejeitados. Na Figura 5.17 apresentam-se o0s resul-
tados obtidos para o teste das areas normalizadas.
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Figura 5.17 - Representacgéo grafica do teste das areas normalizadas: Estradiol - com PI (A); Estradiol -
sem PI (B); PI (C).

Por fim, avaliou-se ainda a homogeneidade de varidncias (Anexo VII). Caso o valor de
teste, PG, seja inferior ao valor tabelado da funcéo F, entdo existe homogeneidade de varian-
cias na gama de trabalho (Tabela 5.5). Antes de se realizar o teste, avaliou-se a normalidade
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (Anexo VI). Os resultados encontram na Tabela 5.4.

Tabela 5.4 - Resultados do teste de normalidade para valores da gama de trabalho.

ncentr
Composto co ((:Eg /tL:;lgao D Deritico
1,0 0,145
Estradiol - com Pl
10,0 0,156
0,489
1,0 0,196
Estradiol - sem Pl
10,0 0,138
. 1,0 0,251
Estradiol-Ds 0,576
10,0 0,246

76



Capitulo 5 — Apresentacao e Discussédo dos Resultados

Como os valores da estatistica de teste (D) séo inferiores aos valores tabelados (Dcritico),
para n=10 ou n=7 e com um erro de 1%, pode assumir-se que os dados se regem por uma
distribuicdo Normal.

Na Tabela 5.5 encontram-se resumidos os resultados da aplicagdo dos testes estatisti-

COoS.
Tabela 5.5 - Resultados da aplicacdo dos testes estatisticos.
. Teste de ) Homogeneidade
Anallse de Mandel Teste de | Teste dag Areas de Verlar el
Composto Residuos RIKILT (%) | Normalizadas
(%) [+ 10 %] [90 - 110 %] | (%) [85 - 115 %
VT < F(1,n-3)95% PG < Fogy
Estradiol — com PI | [-5,5; 5,5] 0,056 < 5,99 [94; 105] [95; 106] 72,95 > 5,35
Estradiol —sem PI | [-5,2; 4,6] 0,042 < 5,99 [94; 110] [92; 107] 29,58 > 5,35
Estradiol — D5 [-4,7; 4,0] 0,338 < 5,99 [94; 105] [95; 106] 188,08 > 8,47

A partir da Tabela 5.5 e das representacfes graficas, observa-se que os critérios defini-
dos sdo cumpridos, exceto para a homogeneidade de varidncias, o que significa que existem
diferencas significativas entre as variancias do padrdo de menor concentracdo e o de maior
concentracdo. Ja era expectavel que este critério ndo fosse cumprido, pois iria implicar interva-
los de trabalho muito curtos. Assim, a gama de trabalho foi aceite, uma vez que se demonstrou

a linearidade pelos restantes testes, que se consideram mais importantes.

5.3.2 Limiares Analiticos Instrumentais

Depois de se definir a gama de trabalho e de efetuados os testes estatisticos, foi possi-
vel calcular o LOD e o LOQ para o estradiol, tendo em conta ou ndo o Pl. Estes parametros
foram determinados como descrito no ponto 4.7.2, sendo que sdo somente uma estimativa

(Anexo VIII). Na Tabela 5.6 apresentam-se os resultados obtidos.

Tabela 5.6 - Limiares analiticos obtidos com base na reta de calibracéo, em condi¢bes de repetibilidade e
pela raz&o sinal/ruido.

Reta de Ensaios de Repetibilidade Razao
calibracao (n=10) Sinal/Ruido
Limite inferior da Erro
Estradiol gama de Holpy || (1019} || ooy [ IHeo) || (3 relativo Holp) || 110I0)

linearidade (ug/L) (Wg/L) | (Hg/L) | (Mg/L) | (ug/L) | (%) (%) (Mg/L) | (Hg/L)

Com PI 1,0 0,45 15 0,15 | 049 [ 45| 9,7
Sem P 1,0 0,57 1,9 0,13 1 043 |40 ]| 6,8

0,005 | 0,017
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O LOQ determinado a partir da reta de calibrac@o nunca € inferior ao primeiro ponto da
reta de calibracao, sendo que este método costuma dar valores por excesso, logo o critério nao
€ cumprido. Contudo, ndo se efetuaram alteragfes a gama de trabalho, sendo que os limiares
analiticos foram calculados a partir de ensaios de repetibilidade e pela razéo sinal/ruido. Pela
repetibilidade, os valores obtidos sdo mais baixos, pois 0 desvio padrdo obtido € menor, e o
critério definido € cumprido. O erro relativo diz respeito a diferenca relativa entre a média das
concentracdes obtidas e o valor tedrico, sendo que os valores obtidos séo inferiores a 10%.
Pela razéo sinal/ruido, os resultados obtidos sdo muito mais baixos, contudo, dificilmente, é
possivel detetar o composto a 0,005 ug/L, portanto considerou-se que a melhor estimativa é a

da repetibilidade.

A etapa de preparacdo da amostra € extremamente importante para que se atinja o limite

definido pela Diretiva 2020/2184 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro.

Nos estudos das Tabelas 2.1 e 2.2, os valores de LOD e LOQ s&o calculados pela razdo
sinal/ruido, com excecdo do estudo de Tavazzi et. al, que calcula em condicdes de repetibilida-
de. Os limites obtidos, nesta dissertacdo, sdo mais elevados, pois o0 primeiro padrdo da gama
de linearidade tem uma concentracdo mais elevada, uma vez que o passo de concentracdo da
amostra é que possibilita diminuir mais os limites. Assim, pode dizer-se que, provavelmente, o

equipamento ndo é tao sensivel.

5.3.3 Razdo MRM1/MRM2

Para além da confirmacdo da presenca de um composto numa amostra pelo tempo de
retencéo, é possivel também identificar a presenca do composto através da razdo entre o sinal
instrumental da transicdo MRM1 e da transicdo MRM2. Porém, este critério s6 pode ser utiliza-
do caso se verifique que ndo existe variabilidade ao longo do intervalo de linearidade. Na Tabe-

la 5.7, apresentam-se o0s resultados obtidos.

Tabela 5.7 - Variabilidade da razdo MRM1/MRM2 ao longo do intervalo de linearidade.

Intervalo de Média da razao
0,
COMPOStO |y caridade (ugiL)| MRMUMRM2 | €V 0
Estradiol 1,0-10 1,4 4,8

A variabilidade da razao MRM1/MRM2 ao longo do intervalo de linearidade é inferior a
5%, o que permite afirmar que existe estabilidade, portanto este critério pode ser utilizado para

confirmag&o do composto numa amostra.
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Na Figura 5.18, observa-se a estabilidade da razdo das intensidades das transicdes
MRM1/MRM2 ao longo da gama de linearidade para o estradiol, tendo em conta o padréo in-

terno.
7,00 2,00
6,00 | 1 1,80
1 1,60 g
5,00 - M—-\- 1 1.40 02:
4,00 1 T 120~
1+ 1,00 s
3,00 A 1 4
0,80 =
2,00 - 1 060 2
1,00 - | 040 g
, 1 020"
0,00 T T T T T T T T T T 0,00
00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 11,0
Concentracgao (pg/L)

Figura 5.18 - Variabilidade da razdo MRM1/MRM2 ao longo da gama de linearidade.

5.3.4 Precisao

5.3.4.1 Repetibilidade

De modo a estudar a repetibilidade, efetuou-se uma série de medicbes, nas mesmas
condicdes, sobre um mesmo padrdo. Neste caso, avaliaram-se as concentracdes mais baixas
da gama de trabalho, a concentragdo intermédia e a concentracdo mais elevada. Para o estra-

diol efetuaram-se 10 medi¢des de cada padréo, enquanto para o Pl efetuaram-se 7 (Anexo IX).

Na Tabela 5.8 apresentam-se os resultados obtidos.

Tabela 5.8 - Estudo da preciséo instrumental, em termos de repetibilidade.

Concentracao inferior Concentracao intermédia] Concentragédo superior
Composto Concentragdo Concentracéo Concentracéo Concentracéo
CV (% CV (% CV (% CV (%
(ugrL) OO ®]  won) ®O1 o) o
Estradiol - com Pl 4,5 4,5 5,6 4,1
Estradiol - sem Pl 1,0 3,7 2,0 4,2 5,0 1,8 10 2,5
Estradiol — D5 7,0 6,8 7,8 13

Por andlise dos resultados obtidos, pode concluir-se que o método apresenta boa repeti-
bilidade, uma vez que os coeficientes de variagdo sdo sempre inferiores a 15%. Para além
disso, observa-se que os coeficientes de variagdo sdo estatisticamente semelhantes ao longo

da gama de trabalho, para um mesmo composto.
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5.3.4.2 Precisdo Intermédia

A preciséo intermédia foi avaliada através da injecdo de um padrdo de concentracao in-
ferior (P2) e de um padréo de concentragdo superior (P8) ao longo de 28 dias de trabalho, com
intervalos temporais diferentes (n=202) (Anexo IX). Como em rotina, os resultados sdo analisa-

dos tendo em conta o padrao interno, a precisao intermédia foi avaliada através desse método.

Para avaliar este parametro, calculou-se o CV e o erro relativo, pela média das concen-

tracdes e pelo valor tedrico, para cada concentracéo, como se observa na Tabela 5.9.

Tabela 5.9 - Resultados obtidos para o estudo da precisao intermédia.

" Média das Erro " Média das Erro
Concentracéo ~ CcVvV . Concentragao ~ CcVv .
Composto [e—— concentragdes %) relativo N concentragdes %) relativo
(Mg/L) (%) (Mo/L) (%)
Estradiol - 2.0 2,0 54| 0,90 8,8 9,0 42 | 18
com Pl

Todas as concentracdes consideradas apresentavam um desvio inferior a 15%. Através
da Tabela 5.9, observa-se que os coeficientes de variacdo e os erros relativos obtidos sédo bai-

X0s, logo podemos afirmar que existe boa preciséo intermédia.

5.3.5 Estudo de Competicdo entre os Compostos

Como se verificou que o tempo de retencdo do composto e do Pl € o mesmo, de modo a
garantir que ndo existe competicdo entre eles, na etapa de detecdo no espetrémetro de massa,
avaliou-se o padrao de calibragéo P6 (com 6 pg/L em estradiol), com a presenca de diferentes
concentracdes de padrdo interno. Considerou-se um padrdo sem a presenca de Pl, um com

uma concentragao de 2,5 ug/L em PI, outro com uma concentragéo de 5,0 ug/L e outro com 10
Ma/L.

Caso a resposta obtida de estradiol varie, significativamente, com o aumento da concen-
tracdo de PI, conclui-se que existe competicdo entre os compostos. A média de todas as areas

obtidas de estradiol (n=11) e o coeficiente de variacdo encontram-se na Tabela 5.10.

Tabela 5.10 - Média da &rea absoluta de estradiol e coeficiente de variagao.

Area absoluta média (n=11)| CV (%)
157,7 6,6
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Pode concluir-se que ndo existe competicdo entre 0 composto de interesse e 0 seu PI,

uma vez que o coeficiente de variacéo alcancado foi inferior a 15%.

5.3.6 Estabilidade do Padrao Interno

Como todas as solu¢bes padrédo de calibragdo da reta tém a mesma concentracédo de

padrdo interno, estudou-se a variabilidade do sinal do composto ao longo do intervalo definido.

Na Figura 5.19, apresentam-se os resultados obtidos.

7,00 350,0
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Figura 5.19 - Estabilidade do Pl ao longo do intervalo de linearidade.

Através dos resultados obtidos, é possivel observar que existe estabilidade do Pl ao lon-
go do intervalo de linearidade, sendo que a média das areas obtidas foi de 235,4 com um coe-
ficiente de variacdo de 4,2%, o que € aceitavel.

5.3.7 Ensaios de Recuperacao

Os ensaios de recuperacdo foram realizados no periodo compreendido entre 16 abril e
17 de setembro de 2021, com amostras de diferentes tipos de agua, de modo a avaliar o pro-
cedimento de preparac@o da amostra, o efeito da matriz e da concentracéo na recuperacéo do

analito em estudo. O procedimento efetuado encontra-se descrito no ponto 4.9.

Os resultados obtidos para as recuperagdes foram corrigidos pelo padréo interno, uma
vez que, caso ndo se procedesse a correcdo verificavam-se recuperagfes muito baixas, como

se observa na Figura 5.20. Sem o tratamento com Pl as recuperagfes variaram de 3,5 a
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58,8%, com uma recuperagdo média global de 27,6% e um CV de 39,1%, enquanto com a

normalizacdo variaram de 75,3 a 134,4%.
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Figura 5.20 — Recuperages obtidas através dos métodos com e sem padréo interno.

De entre as amostras analisadas (n=67), apenas 9 apresentaram quantidades vestigiais

do composto em estudo, sendo que esses resultados foram corrigidos. O valor mais elevado

observado foi de 0,34 ng/L, considerando o fator de concentragdo, como se observa ha Tabela

5.11.

Tabela 5.11 — Amostras com presenca de estradiol.

Amostra

Concentragdo (ng/L)

Agua para consumo humano 1

0,34

Agua para consumo humano 2

0,19

Agua para consumo humano 3

0,15

Agua para consumo humano 4

0,21

Agua para consumo humano 5

0,14

Agua para consumo humano 6

0,11

Agua para consumo humano 7

0,34

Agua subterranea 1

0,21

Agua subterranea 2

0,11

Os resultados obtidos para as trés matrizes em estudo e para os trés niveis de fortifica-

¢do encontram-se nas Tabelas 5.12 a 5.14 e na Figura 5.21.
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Tabela 5.12 - Recuperagdo média obtida na matriz de agua para consumo humano.

Agua para consumo humano
Nivel de fortificagdo de | Nivel de fortificagc&o de | Nivel de fortificacao de
1 ng/L 2 ng/L 3 ng/L
Composto Recuperac&o Recuperagéo Recuperag&o
média (%) |CV (%)] média (%) |CV (%)| média (%) [CV (%)
(n=62) (n=15) (n=17)
Estradiol - com PI 101,4 11,1 104,6 9,89 104,5 11,7

Tabela 5.13 - Recuperacédo média obtida na matriz de agua superficial.

Agua superficial
Nivel de fortificacdo de | Nivel de fortificagéo de | Nivel de fortificagcéo de
1 ng/L 2 ng/L 3 ng/L
Composto Recuperacao Recuperagéo Recuperagéo
média (%) |CV (%) média (%) [CV (%) média (%) |CV (%)
(n=16) (n=8) (n=6)
Estradiol - com PI 109,2 12,0 104,6 8,00 112,5 6,34

Tabela 5.14 - Recuperacdo média obtida na matriz de 4gua subterranea.

Agua subterranea
Nivel de fortificagédo de | Nivel de fortificacdo de | Nivel de fortificacdo de
1 ng/L 2 ng/L 3 ng/L
Composto Recuperagéo Recuperagéo Recuperagéo
média (%) |CV (%)] média (%) |[CV (%) média (%) [CV (%)
(n=19) (n=10) (n=6)
Estradiol - com Pl 100,1 8,96 106,5 6,74 107,2 13,1

140,0

~~

120,0
100,0
80,0
60,0
40,0
20,0
0,0

Recuperacdo Média (%

Agua para consumo humano

Agua Superficial Agua Subterranea

Tipo de Matriz

Nivel de fortificacdo 1 ng/L = Nivel de fortificagdo 2 ng/L  ®m Nivel de fortificacdo 3 ng/L

Figura 5.21 - Representacgao gréafica das recuperacdes médias obtidas e do coeficiente de variacdo por
tipo de matriz e por nivel de fortificacéo.
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Através dos resultados obtidos, é possivel observar que todas as recuperacdes obtidas
se encontram, relativamente, perto de 100% e que os coeficientes de variacdo se encontram

abaixo de 15%, logo é possivel afirmar que as recuperacdes sdo aceitaveis.

Observa-se também que nado existem diferencas significativas entre a média das recupe-
racOes para os trés niveis analisados, o que permite concluir que a presenca de maior ou me-

nor concentracdo do analito na amostra ndo influencia a recuperacao.

Dos estudos das Tabelas 2.1 e 2.2 é possivel observar que, sem padrdo interno, as re-
cuperagfes sdo mais baixas, o que também se comprova. No estudo de Wu et. al, como nao
existe preparacdo da amostra, as recuperacfes baixas indicam que existe supressao iénica
durante a andlise. As recuperagfes observadas ndo sao realizadas ao nivel do LOQ, logo nao
se comprova que € possivel atingir esse valor. Portanto, observa-se que, as recuperacdes obti-

das, nesta dissertacdo, encontram-se perto de 100% com coeficientes de variacdo baixos.

Avaliou-se a precisdo do método em funcéo da concentracdo do analito, sem ter em con-
ta o tipo de matriz analisada, de acordo com o Guia VAM 3.2.11%0, Para tal, estudou-se a ho-
mogeneidade de variancias entre os niveis de concentracdo (n=25), sendo que antes se de-
monstrou a normalidade dos valores pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (Anexo VI). Os resulta-
dos encontram-se na Tabela 5.15.

Tabela 5.15 - Resultados do teste de normalidade para concentra¢des de fortificagdo.

Concentragéo o o
(ng/L) critico (25; 1%)
1,0 0,162
2,0 0,129 0,317
3,0 0,132

Como os valores da estatistica de teste (D) séo inferiores ao valor tabelado, para n=25 e

com um erro de 1 %, pode assumir-se que os dados se regem por uma distribuicdo Normal.

Na Tabela 5.16 apresentam-se os resultados obtidos para a recuperacéo, o desvio pa-

drio relativo (RSD) e a variancia (s?).

Tabela 5.16 - Recuperacgéo média, desvio padrao relativo e variancia obtidos por nivel de concentragéo.

Recuperacéo
Concentrac&o (ng/L) média (%) RSD (%) |s? (ng/L)?
(n=25)
1,0 104,0 12,5 0,017
2,0 103,8 8,64 0,032
3,0 108,1 10,5 0,117
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Comparando a variancia da concentracdo de 1 ng/L com a de 2 ng/L, o valor de teste ob-
tido é de 0,52, e comparando a variancia da concentracdo de 2 ng/L com a de 3 ng/L, o valor
de teste obtido é 0,28. Como o valor tabelado da distribuicdo de F para n-1 graus de liberdade
e 99% de nivel de confianca é de 2,7, entdo VT<F(24,24,99%), logo € possivel assumir que existe
homogeneidade de variancias e o desvio padrao relativo pode ser agrupado para dar uma uni-

ca estimativa pela equacao 5.1, sendo que o valor obtido é de 10,7%.

(5.1)

RSD _ (n, -1 x R5D12 +(n,—1)x RSDZ2 + (ny; —1) X RSD32
poot M -D+n,-D+Mn3—-1)

Como se comprovou que ndo existem diferencas significativas entre as concentracoes,
agruparam-se os resultados obtidos por tipo de matriz. Os resultados obtidos encontram-se na
Tabela 5.17, onde se observa que os coeficientes de variacdo estédo abaixo de 15%.

Tabela 5.17 — Recuperagdes médias obtidas por tipo de matriz.

Agua para consumo Agua superficial Agua subterranea
humano
Composto Recuperacao Recuperacao Recuperacgéo
média (%) |CV (%) média (%) [CV (%) média (%) |CV (%)
(n=94) (n=30) (n=35)
Estradiol - com PI 102,4 11,0 108,6 10,2 103,1 9,5

Estudou-se também a homogeneidade de varidncias entre as matrizes para um nivel de
concentracédo de 1 ng/L, de acordo com o Guia VAM 3.2.11*19 sendo que antes se verificou a
normalidade dos valores pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (Anexo VI). Os resultados obtidos
encontram-se na Tabela 5.18.

Tabela 5.18 - Resultados do teste de normalidade para cada matriz.

Matriz D Deritico
Agua para
consumo 0,127 0,290
humano
Agua 145169 0,392
superficial
Agua o109 0,361
subterranea

Como os valores da estatistica de teste (D) séo inferiores ao valor tabelado, pode assu-

mir-se que os dados se regem por uma distribuicdo Normal.
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Na Tabela 5.19 apresentam-se os resultados obtidos para a recuperacéo, o RSD e a va-
riancia.

Tabela 5.19 - Recuperacéo média, desvio padréo relativo e variancia obtidos por tipo de matriz para 1

ng/L.
. Recuperacéo 0 5 5
Tipo de matriz média (%) RSD (%) |s” (ng/L)
Agua para consumo humano | 99,78 (n=30) 10,2 0,010
Agua superficial 109,2 (n=16) 12,0 0,017
Agua subterranea 100,1 (n=19) 8,96 0,008

Comparando-se a variancia maxima e minima obtidas, o valor de teste é de 2,1. Como o
valor tabelado de F9,159%) € 3,2, entdo VT<F, logo existe homogeneidade variancias e o des-
vio padrdo pode ser agrupado para dar uma Unica estimativa, pela equacao 5.2, sendo que o
valor obtido é de 0,107 ng/L.

(5.2)

(= 1) xst+m,—1)xsZ+(n;—1) xs2
S. =
pool (m—-D+Mn,— D+ 3 —1)

Portanto, ndo existem diferencas significativas entre os trés tipos de matrizes analisadas,

0 gque permite concluir que o tipo de matriz ndo tem muita influéncia na recuperacéo obtida.

Por fim, apresenta-se a recuperacgéo global do método e o respetivo coeficiente de varia-
¢do (Tabela 5.20).

Tabela 5.20 — Recuperacgéo e CV globais do método.

Recuperacédo Global (%) | CV Global
(n=159) (%)
103,8 10,7

Para trabalho em rotina, considerou-se que o critério de aceitac@o das recuperacdes se
deve situar entre 80 e 120%.

Com o valor global das recuperagdes foi possivel calcular o limite de quantificacdo do
método (MQL), através da equacao 5.3, como se observa na Tabela 5.21.

¢, 100
— 5.3
MQL X s (5.3)

Onde C, é a concentracdo do menor padrdo de calibragdo, FC € o fator de concentracado

e Rec é a recuperacdo média global (%).
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Tabela 5.21 - Estimativa do limite de quantificacdo do método global.

Padrdo de menor

concentragdo (ug/L) FC  [MQL (ng/L)

1,0 2500 0,39

O limite de quantificacao pretendido é de 1 ng/L, mas como as recuperacdes podem dar
abaixo de 100%, existe um intervalo de margem, de modo a que as concentracdes obtidas ndo

fiqguem fora da reta de calibracéo.

5.3.8 Efeitos de Matriz

De modo a estudar a necessidade de utilizacdo de padréo interno, avaliaram-se os efei-
tos de matriz, de acordo com o descrito no ponto 4.10, em diversas amostras das matrizes

consideradas, sendo que se efetuaram, no minimo duas medicdes.

Os resultados obtidos, apresentados por tipo de matriz, encontram-se nas Figuras 5.22 a
5.24.

Por observacdo dos gréficos obtidos, pode concluir-se que ocorreram efeitos de matriz,
mais concretamente supressao de sinal, em todas as amostras, uma vez que a média das
areas obtidas em matriz € sempre inferior a média das areas do padréo de calibracdo. Também
€ possivel concluir que os efeitos de matriz dependem muito de amostra para amostra, o que

significa que esta tem muita influéncia no sinal do analito.

Média das areas
\‘
o
o
o
1

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
Amostras
Amostras de Agua para Consumo Humano m Padréo de calibracdo P5

Figura 5.22 - Representac¢édo gréafica da média das areas obtidas e dois desvios padréo (nivel de confian-
¢a de 95,4%) para as amostras de agua para consumo humano analisadas (n=36) e para o padréo de
calibracéo P5.
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Figura 5.23 - Representacéo grafica da média das areas obtidas e dois desvios padréo (nivel de confian-
¢a de 95,4%) para as amostras de agua superficial analisadas (n=12) e para o padréo de calibragéo P5.
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Figura 5.24 - Representacgéo grafica da média das areas obtidas e dois desvios padréo (nivel de confian-
¢a de 95,4%) para as amostras de agua subterranea analisadas (n=11) e para o padréo de calibragdo P5.

Os efeitos de matriz foram calculados através da equacao 2.15. Assim, para as amostras
de 4gua para consumo humano, os valores variaram de -15,9 até -69,0%. Para as amostras de
agua superficial, variaram de -37,5 até -88,2% e, para amostras de 4gua subterrénea, variaram
entre -13,7 e -59,9%. Portanto, é possivel concluir que a matriz 4gua superficial conduz a maio-
res efeitos de matriz. Todas as amostras de 4gua superficial analisadas apresentavam uma
tonalidade amarelada, o que pode indicar a presenca de &cidos humicos e fllvicos, que se

pensa que sdo a maior causa para os efeitos de supressao ionica 2.
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Da Tabela 2.2, é possivel observar que muitos estudos ndo avaliam efeitos de matriz.
Observa-se que os efeitos de matriz obtidos sdo muito variaveis, possivelmente devido a natu-

reza das amostras.

5.3.8.1 Estudo dos Efeitos de Matriz em Func¢éo do Fator de Concentracao

Para avaliar se o fator de concentracdo tem influéncia nos efeitos de matriz, efetuou-se a
preparacao da amostra alterando o método descrito em 4.8, para realizar a passagem de dife-
rentes volumes de amostra (1500 mL, 1000 mL, 500 mL e 200 mL). Tendo em conta um volu-
me final de 0,2 mL, os fatores de concentracéo obtidos foram de 7500, 5000, 2500 e 1000 ve-
zes. Este estudo foi realizado com agua da torneira do laboratério, sendo que as amostras néao
foram fortificadas antes da extragdo. O procedimento realizado foi o descrito no ponto 4.10,
portanto os resultados obtidos em extrato da amostra de agua da torneira foram comparados

com o padrédo de calibracdo P5. Para cada volume de amostra realizaram-se trés réplicas.

Na Tabela 5.22 apresentam-se os resultados obtidos, sendo que os coeficientes de vari-
acdo encontram-se sempre abaixo do valor de aceitacdo de 15%.

Tabela 5.22 - Avaliacdo dos efeitos de matriz com o fator de concentragéo.

Fator de concentracdo | Média da &rea absoluta (n=3) | CV (%) |Efeitos de Matriz (%)
7500 177,9 11,8 -81,4
5000 284,9 2,54 -70,1
2500 392,8 1,28 -58,8
1000 700,7 2,16 -26,6
Padrdo de calibragdo P5 954,1 2,08

Através dos resultados obtidos, é possivel concluir que & medida que se aumenta o vo-
lume de passagem de amostra, ou seja a medida que se aumenta o fator de concentracéo, a
area de pico do estradiol no respetivo extrato diminui. Consequentemente, os efeitos de matriz
(supressao i6nica) sdo maiores, uma vez gque se aumenta a concentracdo dos interferentes

presentes na amostra, o que significa que pode existir maior competi¢&o na ionizagéo.

5.3.8.2 Avaliacéo de Efeitos de Matriz provenientes do SPE

Para perceber se o solvente de eluicdo e o cartucho utilizados no SPE tém influéncia nos
efeitos de matriz, procedeu-se a realizacdo da SPE, como apresentado na Tabela 4.7, contudo

sem o passo de passagem da amostra. Efetuou-se também a preparacéo do solvente de elui-
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¢do metanol:acetona (3:2), sendo que se colocaram 6 mL, volume final do SPE, em tubos de
evaporacdo e se concentrou no TurboVap. Por fim, realizou-se a técnica de SPE com agua
ultrapura, através do procedimento realizado normalmente. A todos os extratos obtidos adicio-
naram-se 150 pL de solvente agua:metanol (7:3) e 50 pL de solugdo intermédia Ill de estradiol
(20 pg/L), de modo a se obter uma concentragdo de 5 pg/L no vial. As solugdes obtidas foram
comparadas com o padréo de calibragdo P5 (5 pg/L). Os resultados obtidos foram analisados

através do método do padrdo externo e encontram-se na Tabela 5.23.

Tabela 5.23 - Avaliac&o do efeito de matriz associado as varias etapas do SPE.

Média das areas Efeitos de
de pico CV (%)| Matriz
absolutas (%)

Solvente de eluicdo (n=5) 1142,1 2,9 -
SPE sem passagem de amostra (n=4) 967,6 54 -10,6
SPE com passagem de Agua Ultrapura 5395 0.1 50,1
como amostra (n=5)
Padréo de calibragéo P5 (n=3) 1082,2 3,2

Pela Tabela 5.23, observa-se que todos os coeficientes de variacdo se encontram abaixo
de 15%. Os resultados obtidos para o solvente de eluicdo sdo muito semelhantes aos do pa-
drédo de calibracéo, por isso considerou-se que o solvente de eluicdo concentrado ndo provoca
efeitos de matriz. J& os resultados para a SPE sem a passagem da amostra, mostram que
existem ligeiros efeitos de matriz, que podem ser provocados pelo cartucho. Por fim, os resul-
tados que dizem respeito a 4gua ultrapura, demonstram que os efeitos de matriz sdo provoca-

dos, maioritariamente, pela prépria matriz.

5.3.9 Avaliacéo das Perdas do Processo

De modo a perceber qual o passo do procedimento que gera mais perdas de sinal ins-
trumental (SPE, concentracdo ou UPLC-MS/MS) analisou-se 4gua da torneira do laboratério,

de acordo com o seguinte procedimento:

o Realizaram-se 5 ensaios de recuperacdo com fortificacdo de 1 ng/L, de acordo
com o procedimento descrito em 4.9, para verificar as perdas totais do processo;

o Realizaram-se 3 ensaios que foram fortificados a 1 ng/L apds o passo de SPE e
antes da concentracdo no TurboVap, para verificar as perdas da concentragdo e
do UPLC-MS/MS;
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) Realizaram-se 2 ensaios que foram fortificados com 150 yL de solvente
agua:metanol (7:3) e 50 yL de solugao intermédia Il de estradiol (20 ug/L), depois
do passo de SPE e de concentracdo, para verificar as perdas ocorridas na ioniza-
céo.

Os resultados obtidos foram analisados tendo em conta 0 método sem PI.

As recuperaces obtidas do processo total encontram-se na Tabela 5.24.

Tabela 5.24 - Recuperacdes obtidas do processo completo.

Recuperacéo
total (%)

Ensaio 1 32,4
Ensaio 2 35,9
Ensaio 3 30,7
Ensaio 4 32,4
Ensaio 5 31,9
Média 32,7
Desvio Padréo 1,9
CV (%) 5,9

Como nao se verificam discrepancias entre os resultados, uma vez que o valor de CV é
menor do que 15%, consideraram-se que as perdas totais do processo seriam calculadas ten-

do em conta o valor médio, logo as perdas totais do processo foram de 67,3%.

As perdas referentes ao UPLC-MS/MS foram avaliadas por comparagéo da amostra forti-

ficada com o padréo de calibragdo P5, assim os resultados obtidos foram:

Tabela 5.25 - Resultados das areas e CV para a amostra fortificada apds preparagdo e padréo de calibra-
¢éo.

Média da area absoluta | CV (%)
Agua da Torneira (n=2) 212,0 3,7
Padrao de calibracdo P5 (n=3) 555,9 2,2

Por comparac¢éo dos valores, obtém-se que as perdas referentes ao UPLC-MS/MS foram
de 61,9%, portanto assume-se gue no processo completo ocorreram as mesmas perdas.

As perdas das amostras fortificadas apés a SPE, permitem deduzir as perdas que ocor-
reram na concentracdo e no UPLC-MS/MS. As recuperagdes obtidas dos ensaios fortificados

apos o passo de SPE, encontram-se na Tabela 5.26.
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Tabela 5.26 - Recuperacdes obtidas do processo sem o passo de extracdo.

Recuperagéo
%)
Ensaio 1 26,7
Ensaio 2 24,3
Ensaio 3 29,5
Média 26,8
Desvio Padréo 2,6
CV (%) 9,7

Por observacdo das Tabelas 5.24 e 5.26, pode concluir-se que ndo existem diferencas
significativas entre os valores obtidos, portanto assume-se que ndo existem perdas no passo
de extracdo. Assim, por fim, é possivel estimar as perdas do passo de concentracao, subtrain-
do as perdas do UPLC-MS/MS as perdas obtidas, sendo que o valor é de 5,5%. As maiores

perdas do processo ocorrem, entdo, no processo de ionizagao.

5.4 Incerteza do Método

Concluida a validacao, procedeu-se a determinacdo da incerteza através de duas meto-

dologias, de acordo com o ponto 3.3.

Na primeira abordagem, chamada de abordagem bottom-up, as componentes da incer-
teza consideradas foram a incerteza associada a interpolacdo da reta (u,..,), @ incerteza asso-
ciada a preparacdo de padrdes, sendo que se considera a incerteza do padrédo de calibracédo

com concentracdo mais baixa (up ), @ incerteza associada a precisao intermedia (up,ecisao) € @

incerteza associada a concentrac@o do padréo interno (ucp;).

Nas segunda e terceira abordagens, chamadas de abordagens top-down, as componen-
tes da incerteza consideradas foram a incerteza associada a precisao intermedia (U, ecisio) €

incerteza associada a exatiddo (Uyqriazo), Mais propriamente a ensaios de recuperacdo, de

acordo com a ISO 11352 e com o Guia Nordest, respetivamente.

Na Tabela 5.27, encontram-se os resultados obtidos para a abordagem de bottom-up.

Tabela 5.27 — Incerteza expandida do método pela abordagem bottom-up.

Com posto Ureta (%) Upcal (%) Uprecisao (%) Ucpi (%) Uc (%) U (%) (k:2)
B-estradiol - com Pl 17,2 3,05 0,57 0,64 17,5 35,1

Nas Tabelas 5.28 e 5.29 apresentam-se os resultados obtidos pela abordagem top-

-down.
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Tabela 5.28 — Incerteza expandida do método de acordo com a ISO 11352.

Composto Uprecisao (%0) [Uexatidao (%0) uc (%) U (%) (k=2)
B-estradiol - com PI 0,57 11,6 11,6 23,2

Tabela 5.29 — Incerteza expandida do método de acordo com o Guia Nordest.

Composto Uprecisdo (%0) | Uexatidzo (%0) uc (% U (%) (k=2)
B-estradiol - com PI 0,57 3,2 3,3 6,5

Como o B-estradiol ndo se encontra em nenhuma legislacéo e na Diretiva 2020/2184 ndo
se estipula um valor de incerteza, de forma a estabelecer um critério de aceita¢éo para os valo-
res obtidos, teve-se em conta o Decreto-Lei n.° 152/2017, relativo a qualidade da agua para
consumo humano e o Decreto-Lei n.° 83/2011, relativo as aguas superficiais e subterraneas. O
DL n.° 152/2017 estipula que a incerteza associada a medicéo, para pesticidas e hidrocarbone-
tos aromaticos policiclicos (HAP) é de 30 e 50%, respetivamente. Estes compostos sédo organi-
cos e, normalmente, sdo analisados pelas mesmas técnicas que o estradiol. O DL n.° 83/2011
estipula que a incerteza de uma medicdo deve ser < 50% para um fator de expansao de 2.

Assim, definiu-se o valor de 50% como méaximo admissivel.

Através das Tabelas 5.27 a 5.29, é possivel concluir que as incertezas expandidas apre-
sentam valores satisfatorios, contudo a abordagem bottom-up apresenta um valor mais elevado

devido a contribuicdo da reta de calibracéo.

Na Figura 5.25 apresentam-se os fatores que podem ter contribuido para a variabilidade

dos resultados obtidos.

| Preparagéo de Solucées | | Curva de calibragao |

Temperatura \&—— Regressao linear
Massa 9

Volume
Temperatura

Calibragé@o Calibragéo < /
da balanga do material . ~ \ volume
volumeétrico Calibragéo do
LC-MS/MS Calibragao
Purera Diluigdes do material
volumétrico Concentragso
do analito
Concentragdo ———»
do analito na \Volume
amostra
fortificada Calibragéo
do material
Efelto de volumétrico
matriz

Variagdo da quantidade
de analito adsorvido

Precisao Recuperagao

Figura 5.25 - Diagrama de causa-e-efeito para a variabilidade dos resultados obtidos.
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De acordo com o Guia Nordest (Anexo X.4), avaliou-se ainda se a recuperagdo média
obtida é significativamente diferente de 100%. Para tal, calculou-se uma estatistica de teste,
gue foi comparada com o valor tabelado. Portanto, para 96 graus de liberdade e 95% de confi-
anca, o valor critico de t de Student é de 1,985, sendo que o valor calculado foi de 0,73. Como
t<terico, @ recuperacdo média ndo é significativamente diferente de 100%, logo os resultados

das amostras ndo devem ser corrigidos.

Por fim, com base na incerteza do método calculada pela abordagem top-down, de acor-
do com a ISO 11352, expressou-se ainda o limite de quantificacdo do método, que foi majora-

do, utilizando um algarismo significativo.

MQL = 1,0 £ 0,2 ng/L
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Capitulo 6 - Conclusdes e Perspetivas Futuras

Os estudos realizados, no decorrer desta dissertacdo, permitem concluir que a metodo-
logia analitica SPE-UPLC-MS/MS é adequada para a analise em rotina de 17(-estradiol em
aguas (agua para consumo humano, agua superficial e agua subterranea), para atingir um
LOQ de 1 ng/L.

A realizacao deste trabalho iniciou-se com a otimizacdo das condi¢cdes do espetrémetro
de massa, para identificar os ides precursores e produto e obter a melhor sensibilidade possi-
vel. Para o B-estradiol, as duas transi¢cdes definidas foram 271,2—144,9 m/z (MRM1) e
271,2—182,9 m/z (MRM2). A voltagem de cone 6tima obtida foi de 55 V e a energia de coliséo
otima foi de 30 eV, para ambos os ides produto. Para o padrao interno, definiu-se uma transi-
¢do 276,3—146,9 m/z (MRM1), sendo que a voltagem de cone 6tima obtida foi de 60 V e a
energia de colisdo de 30 eV. A tensdo no capilar 6tima foi de 2,5 kV. Apds a definicdo das con-
dicBes de monitorizacao, procedeu-se a validacdo do método de ensaio.

O método desenvolvido (UPLC-ESI-MS/MS), através do método de padrdo interno,
apresenta boa linearidade para a gama de trabalho escolhida (1,0—-10 pg/L), com um coeficien-
te de determinacdo de 0,9979 e um coeficiente de variacdo do método de 2,9%. Os restantes
testes estatisticos realizados, nomeadamente a andlise de residuos, teste de Mandel, teste de
RIKILT e teste das areas normalizadas, comprovaram a linearidade do método. Embora a ho-
mogeneidade de variancias entre o primeiro e o Ultimo padrdo da gama nao tenha sido verifi-
cada, a linearidade foi aceite devido ao cumprimento dos critérios de aceitacdo associados aos
testes referidos anteriormente.

Os limites de detecéo e de quantificacdo instrumentais foram calculados por trés meto-
dologias diferentes, designadamente a partir da reta de calibracdo (LOD = 0,45 pg/L e LOQ =
1,5 ug/L), a partir de estudos de repetibilidade (LOD = 0,15 ug/L e LOQ = 0,49 ug/L) e pela
razéo sinal/ruido (LOD = 0,005 ug/L e LOQ = 0,017 ug/L). Conclui-se que os limites obtidos sédo
muito diferentes, sendo que, a partir da reta de calibragdo, se obtém valores elevados e, pela
razéo sinal/ruido, se obtém valores muito baixos, portanto considerou-se que o calculo pela
repetibilidade do padrdo de menor calibragdo é a melhor estimativa. Como o primeiro padréo
da gama de trabalho é superior ao valor estabelecido de 1 ng/L, o passo de preparacédo da

amostra é fundamental para baixar os limites.

A razdo entre as transicoes MRM1/MRM2 demonstrou ser estavel ao longo da gama de
trabalho, logo esta pode ser utilizada como ferramenta adicional para identificacdo do compos-

to, em conjunto com o tempo de retencdo cromatogréfico.

Em relacdo aos estudos de precisdo, constatou-se que o método apresenta boa repetibi-

lidade, com coeficientes de variacdo inferiores a 15%. Em termos de precis@o intermédia, os
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coeficientes de variacdo sdo inferiores a 10% e o erro relativo, para as duas concentragcfes

estudadas foi inferior a 2%.

Como se procedeu a adicdo de padrao interno, o qual apresentava 0 mesmo tempo de
retencdo do composto em analise, avaliou-se a possibilidade de competicdo entre este e o
analito de interesse no sistema de detecéo, sendo que se verificou que tal ndo acontece. Tam-
bém foi avaliado se o sinal instrumental do padrdo interno era estavel ao longo da gama de

trabalho, o que foi comprovado, uma vez que o coeficiente de variagdo obtido foi inferior a 5%.

Os ensaios de recuperagdo, sem recurso a padrdo interno, apresentaram uma recupera-
¢do média global muito baixa, de 27,6% e uma grande variabilidade, com um coeficiente de
variacdo de 39,1%. Verificando-se que a utilizacdo de Pl era essencial para que existisse uma

normalizacdo dos valores.

Com a utilizacédo de PI, a recuperacdo média global do método foi de 103,8% com um
coeficiente de variacdo de 10,7%, sendo que se comprovou que ndo existem diferencas signifi-

cativas entre as matrizes e entre as diferentes concentracdes de fortificacdo estudadas.

O limite de quantificacdo do método, calculado com base no valor médio de recupera-
¢éo, foi de 0,39 ng/L. Este valor encontra-se, assim, abaixo do limite estipulado pela Diretiva
2020/2184, de 16 de dezembro (1 ng/L).

Através dos estudos de efeitos de matriz, foi possivel identificar que o composto sofre
efeitos de supresséo iénica, que sdo variaveis de acordo com o tipo de matriz e com a amostra
em estudo, o que justifica, mais uma vez, a utilizacdo do Pl para efeitos de correcdo. Também
foi possivel concluir que os efeitos de supressao ibnica observados sao maiores, quanto maior
for o fator de concentracdo. Comprovou-se também que as maiores perdas do processo ocor-
rem no passo de analise instrumental (etapa de ionizagdo).

O ultimo passo da validagéo foi o célculo da incerteza expandida do método com recurso
a duas metodologias diferentes, bottom-up e top-down. As estimativas da incerteza obtidas séo
aceitaveis (35,1%; 23,2% e 6,5%), uma vez que se encontram abaixo do limite autoproposto de
50%, tendo em conta o DL n.° 83/2011 e o DL n.° 152/2017. E possivel concluir que a compo-
nente de incerteza com maior contribuicdo para a incerteza combinada esti associada a reta
de calibrac@o e a menor esta associada a precisdo intermédia do padréo de controlo de menor

concentracéo.

Em suma, o método de ensaio SPE-UPLC-MS/MS pode ser implementado como método
de rotina no controlo de qualidade da 4gua, uma vez que se demonstrou a seletividade, especi-
ficidade, linearidade, precisdo e exatiddo, apresentando um limite de quantificacdo abaixo do

limite imposto pela Diretiva 2020/2184.

Por fim, como propostas futuras, sugere-se a validacdo do método num equipamento

mais sensivel, sendo que seria interessante testar uma fonte de ionizacao diferente, de modo a
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reduzir os efeitos de matriz observados. Sugere-se também a participagdo em ensaios interla-
boratoriais, quando estes estiverem disponiveis, para avaliar a reprodutibilidade e exatiddo do
método. Para além disso, sugere-se a implementagdo do método na matriz “agua residual”,
uma vez que os processos de tratamento de aguas residuais ndo sdo, normalmente, eficazes
na remocao de estradiol, logo esta é a principal fonte de contaminagdo do meio recetor. Como
se verificou que a coluna se degrada rapidamente ao longo do tempo, possivelmente devido a
amonia presente na fase moével, seria benéfico utilizar uma pré-coluna, para proteger a coluna
principal e prolongar o seu tempo de vida, ou entdo estudar a utilizacdo de outras fases moé-

veis.
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Anexo | - Método dos Minimos Quadrados

A linearidade pode ser demonstrada através do método dos Minimos Quadrados, que é

caracterizado pela equacao da reta:
y=a+bx (1.D)
em que a é a ordenada na origem e b é o declive da reta.

A reta obtida é composta por uma variavel dependente, y, e por uma variavel indepen-
dente, x. Neste caso, o y diz respeito ao sinal do equipamento, e o x diz respeito ao valor da

concentracdo das solu¢des padréo.

O coeficiente de correlagéo, R, € uma medida da direcdo e grau com que duas variaveis
quantitativas se associam linearmente. O seu calculo é feito através da equacéao 1.2.

_ YLl — D) — )]
VEL (g — 02X (v — §)?

(1.2)

onde (x;,y;) representam um par ordenado, N representa o numero de pontos utilizados
na construcao da reta, X € a média dos valores das concentracGes das solucfes padrdoe y é a

média dos valores do sinal instrumental.

Este coeficiente pode assumir valores entre -1 e 1. Quando o valor de R é igual a = 1,
este parametro indica-nos que todos 0s pontos se encontram sobre uma linha de declive positi-
VO ou hegativo. Assim, quanto mais perto o valor do coeficiente de correlacdo estiver de * 1,

melhor sera a qualidade dos resultados.

De modo a que a linearidade dos valores obtidos seja aceite, o coeficiente de correla-
¢éo deve ter um valor igual ou superior a 0,995. No entanto, este coeficiente, por si s6, ndo é

suficiente para demonstrar a linearidade, sendo necessario realizar testes adicionais.

O coeficiente de determinacdo, R?, é dado pelo quadrado de R, sendo que o seu valor

deve ser igual ou superior a 0,990.

Os coeficientes da reta de regressao linear, b e a, sdo calculados através das equacdes
.3 el.4.

YL =0 —¥)
Z:Iiv=1(xi — ¥)?

b= (1.3)

a=y-bx (14)

Os coeficientes b e a ddo uma estimativa verdadeira da funcdo que € limitada pela dis-
persdo do método.*%Y A precisdo da estimativa é quantificada pelo desvio padr&o residual (Syx)

da reta de regressao, que pode ser expresso pela equagao |.5.
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Anexo | -Método dos Minimos Quadrados

Sy

_1ZLyi = (b xx + )] (1.5)
/e = N -2

O valor do desvio padrdo exprime a disperséo dos valores do sinal instrumental, tendo
em conta a reta de calibragéo.

Com os valores de b e a, é ainda possivel estimar a concentragdo de uma amostra, ten-

do em conta o sinal instrumental e efetuando uma interpolagéo:

—a
2, =y’T (1.6)

E possivel ainda determinar o desvio padrdo do método, Sm, que permite avaliar a quali-

dade dos resultados obtidos e o coeficiente de variacdo do método, CVm, através das equacdes
.7 e1.8:

S

%ﬁ=zx (1.7)
S

cV, = ?’” x 100 (1.8)

106



Anexo Il — Andlise de Residuos

Anexo Il — Analise de Residuos

A andlise de residuos permite avaliar se existe ou ndo correlagdo entre 0s mesmos, ou
seja, se eles sdo independentes ou ndo. Portanto, a representacdo grafica obtida ndo deve
apresentar nenhuma tendéncia especial, o que significa que os pontos obtidos se devem dispor
de forma aleatéria em torno do eixo dos x. Assim, uma distribuicdo aleatéria dos valores dos

residuos indica a existéncia de linearidade.

Este indicador avalia a distancia entre os valores experimentais de y e os valores pre-

vistos de y através da reta de calibracdo, em funcéo dos valores de x.

Foi estabelecido que o desvio, entre 0s valores experimentais e os valores previstos, de-
ve ser igual ou inferior a 10%, de modo a que se admita a existéncia de linearidade numa de-
terminada gama de concentracdes. Os residuos que tenham valores superiores ao estabeleci-
do, devem ser excluidos e a gama de concentracfes deve ser reduzida até que se cumpram os
requisitos.1%?

O valor da area de pico previsto é calculado através da equacao da reta obtida pelo mé-
todo dos minimos quadrados.

O valor do residuo € obtido através do quociente entre a area de pico experimental e a
area de pico estimada, em percentagem. Por fim, traca-se um grafico de residuos (%) versus

concentragao (ug/L).

B-estradiol — com Pl

Tabela Il.1 - Desvios obtidos relativamente a concentracao teérica, com o Pl.

A_rea Arefi pico Are'a experimental/ |Concentragdo| .. %)
experimental estimada Area estimada (ug/L)
0,62 0,62 1,01 1,0 0,6
1,31 1,24 1,05 2,0 5,5
1,87 1,87 1,00 3,0 0,1
2,43 2,50 0,97 4,0 -2,6
2,95 3,12 0,94 5,0 -5,5
3,88 3,75 1,04 6,0 3,7
4,52 4,50 1,00 7,2 0,5
5,54 5,50 1,01 8,8 0,7
6,21 6,25 0,99 10,0 -0,6
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Anexo Il -Andlise de Residuos

B-estradiol — sem Pl

Tabela II.2 - Desvios obtidos relativamente a concentracgao teérica, sem o PI.

Alrea Areg pico Ar(?a exper.imentaI/ Concentragdo | . %)
experimental estimada Area estimada (ug/L)

161,6 154,5 1,05 1,0 4,6
302,8 297,4 1,02 2,0 1,8
444,1 440,4 1,01 3,0 0,8
552,7 583,3 0,95 4,0 -5,2
697,4 726,3 0,96 5,0 -4,0
889,7 869,2 1,02 6,0 2,4
1 068,6 1 040,7 1,03 7,2 2,7
1 298,8 1 269,5 1,02 8,8 2,3
1 406,6 1441,0 0,98 10,0 -2,4

Padrao interno

Tabela 1.3 - Desvios obtidos relativamente a concentragdo tedrica para o PI.

A_rea Are_a pico Aﬂ?a exper_imental/ Concentragdo | . %)
experimental estimada Area estimada (ug/L)
40,5 41,9 0,97 1,0 -3,3
78,8 79,1 1,00 2,0 -0,3
118,2 116,3 1,02 3,0 1,6
153,5 153,4 1,00 4,0 0,1
181,7 190,6 0,95 5,0 -4,7
237,0 227,8 1,04 6,0 4,0
277,4 272,4 1,02 7,2 1,8
327,5 331,9 0,99 8,8 -1,3
375,3 376,5 1,00 10,0 -0,3
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Anexo |ll — Teste de Mandel

Anexo lll - Teste de Mandel

A linearidade pode ser avaliada através do teste de Mandel ou de Fisher-Snedecor, de

acordo com a norma ISO 8466-1.

Neste método, calcula-se a funcdo de calibracéo linear, pela ISO 8466-1, e a funcéo de
calibracé@o néo linear, mais especificamente polinomial do segundo grau, pela ISO 8466-2, bem

como os respetivos desvios padréo residuais, S, /. € S, através das equacdes .1 e 111.2:

2y = yi)?
Sy = [P0 (In.1)
_ [ZL0i —TR)? (I1.2)
Sy2 = N-3 '

Sendo que:
N — ndmero de padr&es de calibragéo;
y; — sinal obtido para um padréo de calibragdo com uma determinada concentragéo;

y; — sinal estimado através da funcdo de calibracdo linear para um padrdo da mesma

concentracao;

¥, — sinal estimado através da funcéo de calibracdo polinomial do 2° grau para um pa-

drdo da mesma concentragao;
De seguida, calcula-se a diferenca de variancias (DS?) através da equacdo seguinte:
DS? = (N —2)x SZ,, — (N —3) x 52, (111.3)
Por dltimo, determina-se o valor de teste, VT, através da equacao I11.4:

DS?

VT = ——
S,

(111.4)

De modo a tomar uma decisdo, compara-se o valor de teste com o valor tabelado da dis-
tribuicdo de Fisher-Snedecor, tendo em conta os graus de liberdade e um intervalo de confian-
ca de 95%. Assim, se VT< F, a funcao de calibragao ¢ linear, uma vez que a fungéo de calibra-
¢do ndo linear ndo se ajusta adequadamente aos dados. Se VT> F, a funcdo de calibracéo é
néo linear, logo a gama de trabalho deve ser reduzida até que se verifique a existéncia de line-

aridade. Caso néo seja possivel, deve-se trabalhar com uma fun¢éo de calibragédo néo linear.
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Anexo |l — Teste de Mandel

B-estradiol — com Pl

Tabela lll.1 - Areas calculadas para o ajuste linear e polinomial, para E2 com PI.

Concentracéo Area Area ajuste Area ajuste
(ug/L) linear polinomial
1,0 0,62 0,62 0,63
2,0 1,31 1,24 1,25
3,0 1,87 1,87 1,87
4,0 2,43 2,50 2,49
5,0 2,95 3,12 3,11
6,0 3,88 3,75 3,74
7,2 4,52 4,50 4,49
8,8 5,54 5,50 5,50
10,0 6,21 6,25 6,26
7,0 q Ajuste Linear Ajuste Polinomial
7.0
6,0
6.0
5,0
50
g 40 g 40
s =
& 3,0 1 & 30
g, y = 0,6254x - 0,0064 8
<20 R = 0,9979 <20 y=0,0011¢ + 0,6138x + 0,0166
R2=0,9979
1,0 1,0 4
0,0 : : : — — : — 0,0 — ‘ — — — :
00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Concentragédo (pg/L) Concentracéo (ug/L)

Figuralll.1 - Representacgéo gréfica dos ajustes linear e polinomial para E2 com PI.

Tabela Ill.2 - Erros quadréticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padrao residual para E2 com

PIl.
Aluste Linear Ajuste Polinomial
(y-y)° (y-yi)°

1,18E-05 8,20E-05
4,68E-03 4,14E-03
3,66E-06 1,74E-05
4,21E-03 3,41E-03
2,97E-02 2,68E-02
1,89E-02 2,14E-02
4,60E-04 7,43E-04
1,65E-03 1,44E-03
1,31E-03 2,38E-03
Soma = 6,09E-02 Soma = 6,04E-02

N-2 = 7 N-3 = 6
Syx= 9,33E-02 S yxes = 1,00E-01
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Anexo |ll — Teste de Mandel

DSZ = (N - 2) Szy/x - (N - 3) SZ yIx(2°)

DS%= 5,64E-04

VT = DS?/ S? /0

VT= 0,056

F(1,6)95%= 5,99

B-estradiol — sem Pl

Tabela lll.3 - Areas calculadas para o ajuste linear e polinomial, para E2 sem PI.

Concentragéo Area Area ajuste | Area ajuste
(ug/L) linear polinomial
1,0 161,6 154,5 151,4
2,0 302,8 297,4 296,4
3,0 444,1 440,4 440,9
4,0 552,7 583,3 585,0
5,0 697,4 726,3 728,4
6,0 889,7 869,2 871,4
7,2 1 068,6 1 040,7 1042,2
8,8 1 298,8 1269,5 1 268,8
10,0 1 406,6 1441,0 1437,8

ea

2,E+03 4
1,E+03
1,E+03 -
1,E+03 -
8,E+02
6,E+02
4,E+02

2,E+02

Ajuste Linear

y = 142,9440x + 11,5480

2,E+03
£ 1,E+03 -
1,E+03

1,E+03 4

Area

8,E+02 -

6,E+02 -

R2 = 0,9967 4,E+02
2,E+02 A

Ajuste Polinomial

y = -0,2648x2 + 145,8567x + 5,7608
R2? =0,9967

0,E+00

00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentragao (ug/L)

0,E+00

00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Concentragéo (ug/L)

Figuralll.2 - Representacéo gréfica dos ajustes linear e polinomial para E2 sem PI.
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Anexo |l — Teste de Mandel

Tabela lll.4 - Erros quadréticos obtidos para cada ajuste e respetivo desvio padréo residual para E2 sem

PI.
Ajuste Linear Ajuste Polinomial
(y-yi)° (y-yi)°
5,05E+01 1,05E+02
2,88E+01 4,08E+01
1,38E+01 9,94E+00
9,38E+02 1,04E+03
8,33E+02 9,63E+02
4,20E+02 3,36E+02
7,76E+02 6,97E+02
8,61E+02 9,00E+02
1,18E+03 9,76E+02
Soma = 5,10E+03 Soma = 5,07E+03
N-2 = 7 N-3 = 6
Syx= 2,70E+01 S yixea) = 2,91E+01

DS® = (N -2) S%, - (N-3) S,
| DS?= 35,59

VT = DS2 / SZ yIx(2°)
| VT= 0,042 |
F.6)95%= 5,99

Padréo interno

Tabela lll.5 - Areas calculadas para o ajuste linear e polinomial, para PI.

Concentrag&o . Area ajuste | Area ajuste

(ug/L) linear polinomial
1,0 40,5 41,9 40,1
2,0 78,8 79,1 78,5
3,0 118,2 116,3 116,6
4,0 153,5 153,4 154,4
5,0 181,7 190,6 191,8
6,0 237,0 227,8 229,0
7,2 277,4 272,4 273,2
8,8 327,5 331,9 331,5
10,0 375,3 376,5 374,7
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Anexo |ll — Teste de Mandel

400,0 - Ajuste Linear 4000 - Ajuste Polinomial
350,0 - 350,0
300,0 4 300,0 -
250,0 - 250,0 -
g 8
g 2000 1 £ 200,0 -
150,0 150,0 4
] y =37,1791x +4,7224 ] =-0,1504x2 + 38,8340 + 1,4345
100,0 Re = 0,0979 100,0 y=-0, R Sae ,
50,0 50,0 A
0,0 : : : : : : : : : ‘ 0,0 : : : : : : : : : ‘
00 1,0 20 30 40 50 60 7,0 80 90 10,0 00 1,0 2,0 30 40 50 60 70 80 9,0 10,0
Concentracdo (ug/L) Concentracéo (ug/L)

Figuralll.3 - Representacgéo grafica dos ajustes linear e polinomial para PI.

Tabela lll.6 - Erros quadraticos obtidos para cada ajust

Ajuste Linear

e e respetivo desvio padrdo residual para PI.

Ajuste Polinomial

(y-yi)° (y-yi)°
1,91 0,16
0,07 0,10
3,57 2,46
0,01 0,68
80,03 103,45
83,94 62,99
25,09 17,48
19,31 16,15
1,39 0,36
Soma = 215,3 Soma = 203,8
N-2 = 7 N-3 = 6
Syx= 5,55 S yixee) = 5,83

DS” = (N -2) S%, - (N -

3) Sz y/x(2°)

DS?

11,49

VT = DS?/S% ), 09

| vT=

0,338 |

F.6)95%=

5,99
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Anexo IV —Teste de RIKILT

O teste de RIKILT permite analisar a linearidade em cada ponto da reta de calibracéo.
Assim, primeiramente, traca-se um gréfico de linearidade, de modo a avaliar se, de facto, o
comportamento € linear. De seguida, calcula-se para cada concentragdo x; e para cada sinal

instrumental y;, a razao yi/xi.

Calcula-se também a média de todas as razdes yi/xi, sendo que este valor se conside-
ra como 100%. Assim, determina-se o valor percentual de cada razdo yi/xi em funcéo do valor
médio, através da equacao seguinte:

y.
l/xi

Yifx, (%) = e x 100 (IV.1)

L
Para obter a representacdo grafica pretendida, coloca-se o valor das concentracdes no

eixo dos x e o valor da razdo yi/xi (%), no eixo dos y.

No caso ideal, cada ponto de calibracdo deveria dar um valor de 100%. Como existem
sempre desvios, os valores obtidos devem estar compreendidos entre 90 e 110%. Caso um
ponto esteja fora dos limites estabelecidos, este deve ser rejeitado e a gama de concentracdes
deve ser reduzida, sendo que € necessario aplicar novamente o teste até que os requisitos

sejam cumpridos.

B-estradiol — com PI

Tabela IV.1 - Valores obtidos para as razes para E2 com PI.

CczE;Ielgtr:aE?O Area =yi Raz&o yi/ xi %Yi / Xi
1.0 0,62 0,62 100
2,0 1,31 0,66 105
3,0 1,87 0,62 100
4,0 2,43 0,61 97
50 2,95 0,59 94
6.0 3,88 0,65 104
7.2 4,52 0,63 100
8.8 5,54 0,63 101
10,0 6,21 0,62 99

Média 0,625
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B-estradiol — sem Pl

Tabela IV.2 - Valores obtidos para as razdes para E2 sem PI.

C‘;:;fl_”)t;aif‘o Area=vyi Razdoyi/xi  %yi/xi
1,0 161,6 161,6 110
2,0 302,8 151,4 103
3,0 444,1 148,0 101
4,0 552,7 138,2 94
5,0 697,4 139,5 95
6,0 889,7 148,3 101
7,2 1068,6 148,4 101
8,8 1298,8 147,6 100
10,0 1406,6 140,7 9

Média 1471

Padrao interno

Tabela IV.3 - Valores obtidos para as razdes para PI.

Ci:;fatiafﬁo Area =yi Razdoyi/xi  %yi/Xi
1.0 40,5 40,5 105
2,0 78,8 39,4 102
3,0 118,2 39,4 102
4,0 153,5 38,4 100
5,0 181,7 36,3 94
6,0 237,0 39,5 102
7,2 277,4 38,5 100
8,8 327,5 37,2 97
10,0 375,3 37,5 97

Média 38,5
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Anexo V — Teste das Areas Normalizadas

O teste das areas normalizadas tem como objetivo avaliar a dispersédo dos valores obti-
dos na calibracdo em relagdo aos valores 6timos, tendo por base um intervalo previamente

estabelecido.

Através da equacao da reta obtida pela regressao linear, estimam-se as areas do pico
cromatografico para cada concentracdo. De seguida, calcula-se a razéo entre o valor do sinal

obtido experimentalmente e o valor do sinal estimado pela equagéo da reta.

A concentracdo para a qual esta razdo mais se aproxima de 1 é chamada de Cioo, por-
tanto é o valor de referéncia utilizado para a normalizagdo. Assim, as areas normalizadas sédo

calculadas pela equacao seguinte:

Ai
a X C100 x 100 (Vl)

Area normalizada =
A100
Em que:
A; — &rea do pico cromatogréafico correspondente a determinada concentragéo;

C; — concentragdo correspondente a area;

Ao — altura do pico cromatografico correspondente ao ponto experimental com melhor

correlacao;
C100 — CONcentracdo correspondente ao ponto experimental com melhor correlagéo.

Os valores normalizados obtidos devem estar compreendidos entre 85 e 115%. Caso
existam valores que tenham um desvio superior, estes deverdo ser excluidos e aplica-se no-

vamente o teste até que os requisitos sejam cumpridos.
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B-estradiol — com Pl

Tabela V.1 - Célculo dos valores normalizados para E2 com PI.

Area pico Area experimental / Concentracao Valores

estimada Area estimada (nal/L) normalizados
0,6 1,006 1,0 100,2
1,2 1,055 2,0 95,1
1,9 1,001 3,0 100,0
2,5 0,974 4,0 102,7
3,1 0,945 5,0 105,8
3,7 1,037 6,0 96,4
4,5 1,005 7,2 99,4
5,5 1,007 8,8 99,1
6,2 0,994 10,0 100,4

B-estradiol — sem PI

Tabela V.2 - Calculo dos valores normalizados para E2 sem PI.

Area pico Area experimental / Concentracéo Valores
estimada Area estimada (nal/L) normalizados
154,5 1,046 1,0 91,6
297,4 1,018 2,0 97,8
440,4 1,008 3,0 100,0
583,3 0,948 4,0 107,1
726,3 0,960 5,0 106,1
869,2 1,024 6,0 99,8
1040,7 1,027 7,2 99,7
1269,5 1,023 8,8 100,3
14410 0,976 10,0 105,2
Padrdo Interno
Tabela V.3 - Célculo dos valores normalizados para PI.
Area pico Area experimental / Concentragao Valores
estimada Area estimada (nal/L) normalizados
41,9 0,967 1,0 94,7
79,1 0,997 2,0 97,4
116,3 1,016 3,0 97,5
153,4 1,001 4,0 100,0
190,6 0,953 5,0 105,6
227,8 1,040 6,0 97,2
272,4 1,018 7,2 99,6
331,9 0,987 8,8 103,1
376,5 0,997 10,0 102,3
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Anexo VI - Teste de Normalidade

De modo a comprovar que um conjunto de dados segue uma distribuicdo Normal, pode
recorrer-se a diversos testes estatisticos. O teste de Kolmogorov-Smirnov é bastante utilizado

para testar a normalidade, sendo especializado para amostras pequenas 1131,

Primeiramente, calculou-se a média e o desvio padréo do conjunto de dados. De segui-
da, ordenaram-se os dados por ordem crescente e calculou-se a distribuicdo cumulativa tedrica
(Fo). Por fim, calcularam-se as distancias entre Fo e as distribuicbes empiricas para cada valor

i, através das seguintes equacdes:

i
Dt = ‘FO—;‘ (VI.1)

D™ =|F,

_ ﬂ| (VI.2)
n

A estatistica de teste obtida é:
D = maximo(D*,D™) (VI.3)

O valor obtido foi comparado com o valor tabelado (Dcritico), para um erro de 1%. Caso
D seja inferior a Deritico, €Nnt@0 N80 existe evidéncia para desprezar a normalidade dos dados.

B-estradiol — com PI (concentracdo: 1,0 e 10 ug/L)

Tabela VI.1 - Resultados para a normalidade das concentragtes de 1,0 e 10 pg/L (com PI).

Concentragao: 1 ug/L Concentragao: 10 pg/L

n Valores ordenados Fo D* D" Valores ordenados Fo D" D~
1 0,639 0,093 0,007 0,093 5,967 0,093 0,007 0,093
2 0,642 0,110 0,090 0,010 5,984 0,105 0,095 0,005
3 0,649 0,155 0,145 0,045 6,055 0,162 0,138 0,038
4 0,666 0,330 0,070 0,030 6,247 0,401 0,001 0,101
5 0,679 0,485 0,015 0,085 6,252 0,408 0,092 0,008
6 0,681 0,515 0,085 0,015 6,300 0,481 0,119 0,019
7 0,696 0,702 0,002 0,102 6,494 0,756 0,056 0,156
8 0,705 0,797 0,003 0,097 6,523 0,789 0,011 0,089
9 0,715 0,878 0,022 0,078 6,594 0,859 0,041 0,059
10 0,725 0,931 0,069 0,031 6,709 0,935 0,065 0,035

D 0,145 D 0,156
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B-estradiol — sem PI (concentracdo: 1,0 e 10 ug/L)

Tabela VI.2 - Resultados para a normalidade das concentragdes de 1,0 e 10 pg/L (sem PI).

Concentragao: 1 ug/L Concentragao: 10 ug/L
n Valores ordenados Fo D" D~ Valores ordenados Fo D* D"
1 151,7 0,021 0,079 0,021 1272,3 0,020 0,080 0,020
2 158,0 0,156 0,044 0,056 1313,8 0,210 0,010 0,110
3 162,0 0,362 0,062 0,162 1325,9 0,329 0,029 0,129
4 164,1 0,496 0,096 0,196 1 330,6 0,382 0,018 0,082
5 164,3 0,509 0,009 0,109 1341,4 0,509 0,009 0,109
6 165,1 0,561 0,039 0,061 1 346,2 0,567 0,033 0,067
7 165,9 0,612 0,088 0,012 1352,9 0,644 0,056 0,044
8 166,2 0,631 0,169 0,069 1354,5 0,662 0,138 0,038
9 171,2 0,876 0,024 0,076 1 380,0 0,882 0,018 0,082
10 173,1 0,928 0,072 0,028 1388,5 0,925 0,075 0,025
D 0,196 D 0,138
Pl (concentragdo: 1,0 e 10 pg/L)
Tabela VI.3 - Resultados para a normalidade das concentragées de 1,0 e 10 pg/L (PI).
Concentragao: 1 ug/L Concentragao: 10 pug/L
n Valores ordenados| Fo D* D~ |Valores ordenados Fo D" D"
1 38,9 0,083 0,060 0,083 2447 0,022 0,121 0,022
2 41,6 0,304 0,018 0,161 310,8 0,340 0,054 0,197
3 41,7 0,321 0,107 0,035 331,1 0,532 0,103 0,246
4 42,5 0,417 0,155 0,012 332,1 0,542 0,030 0,113
5 42,8 0,464 0,251 0,108 351,0 0,712 0,002 0,141
6 47,1 0,905 0,048 0,191 356,1 0,753 0,104 0,039
7 47,2 0,912 0,088 0,055 368,9 0,840 0,160 0,017
| o [ 025 | D | o
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Ensaios de recuperacao (concentracdes)

Tabela VI.4 - Resultados para a hormalidade das concentracdes de 1, 2 e 3 ng/L.

Concentragao: 1 ng/L Concentragao: 2 ng/L Concentracédo: 3 ng/L
Valores Valores Valores
n |ordenados| Fq D* D~ |ordenados| Fq D* D~ |ordenados| F, D* D"
(Hg/L) (Hg/L) (Hg/L)
1 0,00085 | 0,074 [ 0,034 | 0,074 | 0,00162 | 0,005 | 0,035 | 0,005| 0,00237 |0,005]|0,035 | 0,005
2 0,00088 | 0,111 (0,031| 0,072 | 0,00182 | 0,073 | 0,007 | 0,033 | 0,00273 | 0,067 | 0,013 | 0,027
3 0,00089 | 0,122 | 0,002 | 0,042 | 0,00183 | 0,081 | 0,039 | 0,001 | 0,00276 | 0,078 0,042 | 0,002
4 0,00092 | 0,185 | 0,025| 0,065 | 0,00188 | 0,141 | 0,019 | 0,021 | 0,00285 | 0,127 | 0,033 | 0,007
5 0,00094 | 0,217 (0,017 | 0,057 | 0,00190 | 0,160 | 0,040 | 0,000 | 0,00300 |0,239|0,039 | 0,079
6 0,00094 | 0,220 | 0,020 | 0,020 | 0,00198 | 0,299 | 0,059 | 0,099 | 0,00302 | 0,258 0,018 | 0,058
7 0,00095 | 0,238 [ 0,042 | 0,002 | 0,00198 | 0,299 | 0,019 | 0,059 | 0,00306 |0,297|0,017 | 0,057
8 0,00095 | 0,250 [ 0,070 | 0,030 | 0,00198 | 0,303 | 0,017 | 0,023 | 0,00308 | 0,318 0,002 | 0,038
9 0,00096 | 0,265 [ 0,095| 0,055 0,00199 | 0,314 | 0,046 | 0,006 | 0,00309 | 0,324|0,036 | 0,004
10 | 0,00099 | 0,335 |0,065]| 0,025 0,00202 | 0,372 | 0,028 | 0,012 | 0,00310 |0,337|0,063 | 0,023
11 0,00099 | 0,346 | 0,094 | 0,054 | 0,00205 | 0,436 | 0,004 | 0,036 | 0,00314 |0,383|0,057 | 0,017
12 0,00100 | 0,369 (0,111 | 0,071 | 0,00206 | 0,463 | 0,017 | 0,023 | 0,00318 | 0,424 | 0,056 | 0,016
13 | 0,00101 | 0,393 (0,127 | 0,087 | 0,00207 | 0,481 | 0,039 | 0,001 | 0,00333 |0,601|0,081 | 0,121
14 | 0,00101 | 0,417 |(0,143| 0,103 | 0,00209 | 0,538 | 0,022 | 0,018 | 0,00336 |0,631|0,071( 0,111
15 | 0,00102 | 0,438 (0,162 | 0,122 | 0,00216 | 0,671 | 0,071 | 0,111 | 0,00341 |0,692|0,092 | 0,132
16 | 0,00106 | 0,549 [ 0,091| 0,051 0,00219 | 0,729 | 0,089 | 0,129 | 0,00341 | 0,692 | 0,052 | 0,092
17 0,00106 | 0,555 | 0,125| 0,085 | 0,00220 | 0,754 | 0,074 | 0,114 | 0,00345 | 0,728 0,048 | 0,088
18 | 0,00108 | 0,615 | 0,105| 0,065 | 0,00222 | 0,794 | 0,074 | 0,114 | 0,00347 | 0,748 0,028 | 0,068
19 0,00111 | 0,710 | 0,050 | 0,010 | 0,00223 | 0,801 | 0,041 | 0,081 | 0,00351 |0,783|0,023 | 0,063
20 | 0,00115 | 0,806 | 0,006 | 0,046 | 0,00223 | 0,807 | 0,007 | 0,047 | 0,00351 | 0,786( 0,014 | 0,026
21 0,00121 | 0,906 | 0,066 | 0,106 | 0,00224 | 0,822 | 0,018 | 0,022 | 0,00356 | 0,824 (0,016 | 0,024
22 0,00122 | 0,911 (0,031 | 0,071 | 0,00227 | 0,857 | 0,023 | 0,017 | 0,00357 | 0,833 0,047 | 0,007
23 | 0,00123 | 0,924 | 0,004 | 0,044 | 0,00229 | 0,878 | 0,042 | 0,002 | 0,00362 |0,866| 0,054 | 0,014
24 1 0,00126 | 0,953 | 0,007 | 0,033 | 0,00230 | 0,893 | 0,067 | 0,027 | 0,00367 | 0,894 0,066 | 0,026
25 | 0,00134 | 0,991 | 0,009 | 0,031 | 0,00233 | 0,919 | 0,081 | 0,041 | 0,00380 | 0,950( 0,050 | 0,010
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Anexo VI — Teste de Normalidade

Ensaios de recuperacdo (matriz)

Tabela VI.5 - Resultados para a normalidade de dgua para consumo humano.

122

Matriz: Agua para consumo humano
n Valores ordenados (ug/L) Fo D" D"
1 0,00075 0,008 0,025 0,008
2 0,00085 0,078 0,012 0,045
3 0,00088 0,128 0,028 0,062
4 0,00089 0,143 0,010 0,043
5 0,00092 0,220 0,054 0,087
6 0,00092 0,235 0,035 0,068
7 0,00093 0,266 0,033 0,066
8 0,00094 0,286 0,019 0,052
9 0,00095 0,313 0,013 0,046
10 0,00095 0,320 0,013 0,020
11 0,00095 0,330 0,036 0,003
12 0,00095 0,334 0,066 0,033
13 0,00096 0,359 0,074 0,041
14 0,00098 0,419 0,047 0,014
15 0,00099 0,450 0,050 0,017
16 0,00099 0,466 0,068 0,034
17 0,00099 0,469 0,097 0,064
18 0,00100 0,497 0,103 0,070
19 0,00101 0,528 0,105 0,072
20 0,00101 0,540 0,127 0,094
21 0,00102 0,586 0,114 0,081
22 0,00105 0,709 0,025 0,009
23 0,00106 0,722 0,045 0,011
24 0,00109 0,809 0,009 0,042
25 0,00109 0,824 0,009 0,024
26 0,00112 0,876 0,010 0,043
27 0,00114 0,915 0,015 0,048
28 0,00116 0,943 0,009 0,043
29 0,00117 0,957 0,010 0,023
30 0,00123 0,987 0,013 0,021
D 0,127




Anexo VI — Teste de Normalidade

Tabela VI.6 - Resultados para a normalidade de agua superficial.

Matriz: Agua superficial
n Valores ordenados (ug/L) Fo D" D~
1 0,00089 0,064 0,001 0,064
2 0,00094 0,128 0,003 0,066
3 0,00095 0,143 0,044 0,018
4 0,00099 0,224 0,026 0,036
5 0,00101 0,267 0,046 0,017
6 0,00101 0,274 0,101 0,038
7 0,00103 0,306 0,132 0,069
8 0,00105 0,384 0,116 0,053
9 0,00106 0,393 0,169 0,107
10 0,00111 0,562 0,063 0,000
11 0,00115 0,678 0,010 0,053
12 0,00121 0,819 0,069 0,132
13 0,00122 0,827 0,015 0,077
14 0,00124 0,867 0,008 0,054
15 0,00126 0,897 0,041 0,022
16 0,00134 0,973 0,027 0,036
D 0,169

Tabela VI.7 - Resultados para a normalidade de dgua subterranea.

Matriz: Agua subterranea
n Valores ordenados (ug/L) Fo D" D"~
1 0,00082 0,019 0,034 0,019
2 0,00082 0,021 0,084 0,031
3 0,00094 0,234 0,076 0,129
4 0,00094 0,241 0,031 0,083
5 0,00094 0,245 0,019 0,034
6 0,00096 0,320 0,004 0,057
7 0,00098 0,420 0,052 0,105
8 0,00098 0,425 0,004 0,056
9 0,00100 0,504 0,031 0,083
10 0,00100 0,509 0,017 0,035
11 0,00102 0,597 0,018 0,071
12 0,00103 0,627 0,005 0,048
13 0,00104 0,672 0,012 0,041
14 0,00105 0,719 0,018 0,035
15 0,00107 0,773 0,017 0,036
16 0,00108 0,802 0,040 0,012
17 0,00108 0,805 0,090 0,037
18 0,00109 0,834 0,113 0,061
19 0,00118 0,979 0,021 0,031
D 0,129
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Anexo VIl — Teste de Homogeneidade de Variancias

Anexo VIl — Teste de Homogeneidade de Variancias

A avaliacdo da gama de trabalho pode ser feita pelo teste de homogeneidade de varian-
cias. De acordo com a norma ISO 8466-1, deve efetuar-se a medicédo de dez réplicas dos pa-
drBes com concentragdo inferior e superior da gama de trabalho. De seguida, calcula-se a vari-
ancia para cada uma das solu¢fes padrao, através da equacao VII.1:

Yoy — ¥0)?

S2 =
nl‘—l

i

(VIL.1)

Em que i € o nimero correspondente ao padréo e j € o nimero de repeticdes efetuadas.

Com os valores das variancias calcula-se o valor de teste (PG), de modo a avaliar se

existem diferencas significativas entre elas. O valor de teste é calculado pela equacgéo VII.2 ou

pela VII.3.
St
PG =—; se S > S% (VIL.2)
53
— 522 2 2
PG = 5z e St < 83 (VIL.3)
1

O valor obtido é comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de Fisher-Snedecor,
para n-1 graus de liberdade e um grau de confianca de 99%.

Se PG < Foo%, entdo pode concluir-se que existe homogeneidade de variancias ao longo
da gama de trabalho, logo esta esta bem ajustada e as diferencas ndo séo significativas.

Se PG > Foo%, entdo conclui-se que ndo existe homogeneidade de variancias, portanto
existem diferencas significativas [0,
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Anexo VIl — Teste da Homogeneidade de Variancias

B-estradiol — com Pl

Tabela VII.1 - Resultados obtidos para as duas concentragdes estudadas, para E2 com PI.

Concentragdo inferior: 1,0 pg/L Concentragdo superior: 10,0 pg/L
Area Relativa Area Relativa
0,67 5,98
0,70 6,05
0,71 6,25
0,68 6,52
0,64 6,30
0,64 6,71
0,68 6,25
0,65 6,59
0,72 5,97
0,73 6,49
N-1= 9 N-1= 9
Média = 0,68 Média = 6,31
Desvio Padrao = 0,031 Desvio Padrao = 0,262
Desvio Relativo (%) = 4,51 Desvio Relativo (%) = 4,14
Variancia = 9,38E-04 Variancia = 6,84E-02
Fogy = 5,35
PG = 72,95

B-estradiol — sem PI

Tabela VII.2 - Resultados obtidos para as duas concentracdes estudadas, para E2 sem PI.

Concentracéo inferior: 1,0 pg/L Concentracado superior: 10,0 pg/L
Area Area
165,1 1313,8
1731 1341,4
171,2 1352,9
158,0 1 380,0
162,0 1 346,2
164,1 1388,5
165,9 1325,9
151,7 1330,6
164,3 1272,3
166,2 1354,5
N-1 = 9 N-1 = 9
Média = 164,2 Média = 1 340,6
Desvio Padrao = 6,11 Desvio Padrao = 33,2
Desvio Relativo (%) = 3,72 Desvio Relativo (%) = 2,48
Variancia = 3,73E+01 Variancia = 1,10E+03
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Anexo VIl — Teste de Homogeneidade de Variancias

Fogw = 5,35
PG = 29,58

Padrao interno

Tabela VII.3 - Resultados obtidos para as duas concentracdes estudadas, para PI.

Concentracao inferior: 1,0 pg/L Concentracédo superior: 10,0 pg/L
Area Area
41,6 356,1
47,1 368,9
47,2 2447
38,9 331,1
41,7 332,1
42,8 310,8
42,5 351,0
N-1 = 6 N-1 = 6
Média = 43,1 Média = 327,8
Desvio Padrao = 3,02 Deswvio Padrao = 41,4
Desvio Relativo (%) = 6,99 Desvio Relativo (%) = 12,61
Variancia = 9,09 Variancia = 1,71E+03
Fogw = 8,47
PG = 188,08
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Anexo VIII — Limiares Analiticos

Anexo VIl — Limiares Analiticos

A determinacao dos limiares analiticos foi efetuada de acordo com o descrito no ponto
3.1.2.2.

Reta de calibracdo

Tabela VIII.1 - Desvio padréo residual, declive da reta e limiares analiticos.

Syix b LOQ (ug/L) | LOD (ug/L)
Estradiol - com Pl 0,09 0,63 0,45 1,5
Estradiol - sem Pl 27 143 0,57 1,9

Repetibilidade

Tabela VIII.2 - Areas e concentracdes estimadas para o padrdo de menor concentragéo (com PI).

Area Concentracao estimada (ug/L)

0,67 1,08
0,70 1,12
0,71 1,14
0,68 1,10
0,64 1,03
0,64 1,04
0,68 1,10
0,65 1,05
0,72 1,15
0,73 1,17
Média das Concentragdes (ug/L) = 1,10
Desvio Padrao (ug/L) = 0,05
CV (%)= 4,48

LOD =] 0,15 pug/L

LOQ =] 049 ug/L
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Anexo VIl — Limiares Analiticos

Tabela VIII.3 - Areas e concentragdes estimadas para o padrdo de menor concentragéo (sem PI).

Area Concentracdo estimada (ug/L)
165,1 1,07
173,1 1,13
171,2 1,12
158,0 1,02
162,0 1,05
164,1 1,07
165,9 1,08
151,7 0,98
164,3 1,07
166,2 1,08
Média das Concentragdes (ug/L) = 1,07
Desvio Padrao (ug/L) = 0,04
CV (%)= 4,00

Lob=| 0,13 pglL
LOQ =| 0,43 pg/L

Raz&o sinal/ruido

Tabela VIIl.4 - Raz&o sinal/ruido do padrdo de menor concentracdo.

Concentragao (ug/L) [ Razao sinal/ruido
1,0 581

LOD=| 0,005 pg/L
LOQ=| 0,017 pgiL
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Anexo |IX — Precisdo

Anexo IX — Precisao

A preciséo foi determinada de acordo com o descrito no ponto 4.7.3.

Os resultados obtidos com base na repetibilidade, encontram-se nas tabelas IX.1 a IX.3.

Tabela IX.1 - Precisdo em termos de repetibilidade (estradiol - com PI).

P1(1ug/L) | P2 (2 pg/L) | P5 (5 pgiL) | P9 (10 pgiL)
Area relativa | Area relativa | Area relativa | Area relativa

0,67 1,27 3,48 5,98

0,70 1,30 3,12 6,05

0,71 1,24 3,17 6,25

0,68 1,25 3,10 6,52

0,64 1,35 3,14 6,30

0,64 1,27 3,57 6,71

0,68 1,20 3,29 6,25

0,65 1,30 3,08 6,59

0,72 1,33 3,49 5,97

0,73 1,16 3,18 6,49

Média = 0,68 1,27 3,26 6,31

Desvio padrao = 0,03 0,06 0,18 0,26

CV (%) = 4,52 4,51 5,65 4,14

Tabela I1X.2 - Precis@do em termos de repetibilidade (estradiol - sem Pl).

P1 (1 pg/L) P2 (2 pg/L) P5 (5 pg/L) | P9 (10 pg/L)
Area absoluta | Area absoluta | Area absoluta | Area absoluta
165,1 315,1 738,0 1313,8
173,1 307,2 756,3 1341,4
171,2 303,3 740,6 1352,9
158,0 316,8 724,4 1 380,0
162,0 302,4 740,6 1 346,2
164,1 296,2 743,5 1 388,5
165,9 291,5 725,9 1325,9
151,7 323,4 709,4 1 330,6
164,3 327,3 737,1 1272,3
166,2 291,2 721,6 1354,5
Média = 164,2 307,4 733,7 1 340,6
Desvio padrao = 6,11 12,83 13,40 33,20
CV (%) = 3,72 4,17 1,83 2,48
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Anexo IX — Precisao

Tabela IX.3 - Precisdo em termos de repetibilidade (PI).

P1(1pg/L) | P2 (2 pg/L) | P5 (5 pg/L) | P9 (10 pgiL)
Area Area Area Area
41,6 88,5 166,7 356,1
47,1 73,1 165,7 368,9
47,2 87,4 201,8 2447
38,9 84,2 191,4 331,1
41,7 85,5 196,2 332,1
42,8 91,2 181,8 310,1
42,5 84,2 193,9 351,0
Média = 43,1 84,9 185,4 327,7
Desvio padrao = 3,02 5,76 14,39 41,40
cvey=| 699 6,78 7,76 12,63
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Anexo IX — Preciséo

Os resultados obtidos, em condi¢des de precisao intermédia, encontram-se nas Figuras 1X.1 e 1X.2.
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Figura I1X.1 - Resultados obtidos para o padréo de calibragdo P2, em condi¢fes de precisdo intermédia.
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Anexo IX — Precisdo
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Figura 1X.2 - Resultados obtidos para o padréo de calibragdo P8, em condi¢bes de precisdo intermédia.
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Anexo X — Incerteza Global do Método

Anexo X —Incerteza Global do Método

X.1 Incerteza associada a preparacao de padrbes

A incerteza associada a preparacao de uma solugdo padrédo obtida por pesagem do pa-

dréo primario resulta da combinagdo das seguintes fontes de incerteza 199119

. Incerteza associada a pesagem;
. Incerteza associada a pureza do padrdo comercial;
. Incerteza associada a uma medicdo de volume.

Incerteza associada a pesagem do padrdo comercial

A incerteza associada a uma pesagem unitaria pode ser estimada através do erro de in-
dicacdo da balanga, que pode ser dado pelo “Erro Maximo Admissivel” (EMA), estabelecido
internamente pelo laboratério para cada balanca, ou pelo maior erro de indicacdo dado pelo
certificado de calibracdo da balanga. Neste caso, considera-se uma distribuicdo retangular

associada ao EMA.

A equacdo X.1 considera a incerteza associada a uma pesagem por diferenca, u,,, sen-
do que m é a diferenca entre a massa bruta e a massa da tara. Assim, a incerteza devera ser
contabilizada duas vezes, uma vez que as duas medicbes de massa sdo independentes em
termos de repetibilidade da pesagem e, muitas vezes, também o s&o relativamente & linearida-

de da resposta da balanca.

u, = ’Z(ugg%ib)z - ’2 (%)2 (X.1)

Onde u§%® ¢é a incerteza associada a calibragdo da balanca e EMA é o erro maximo

admissivel.

Incerteza associada a pureza do padrdo comercial

De modo a calcular a incerteza associada a pureza do padréo comercial, u,,,, assume-

-se uma distribuicdo retangular. Assim, o seu célculo é feito pela equacéo X.2.

_ Ucert

Uy = 5 (X.2)

em que u..,; € 0 valor da incerteza dado pelo certificado de analise.
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Anexo X — Incerteza Global do Método

Incerteza associada a medicdo de volume

A incerteza associada a uma medicao de volume, u,, efetuada por um material volumé-

trico, é calculada tendo em conta a incerteza associada a calibragdo do material, u5*?, e a

Temp

incerteza associada ao efeito da temperatura na medigéo do volume, u;,

wy = @y + 2 (x3)

A incerteza associada a calibracdo do material volumétrico é calculada através da tole-
rancia do mesmo, que é fornecida pelo fabricante, e considerando uma distribuicdo retangular,
como se observa na equagédo X.4.

calib Tolerancia
Uy = T (X.4)

A incerteza associada ao efeito da temperatura diz respeito ao impacto da variacdo da
temperatura do laboratério na medicdo do volume, sendo que a temperatura de referéncia €,
normalmente, 20 °C. Neste caso, considerou-se uma distribuicdo retangular, entdo a incerteza
€ dada pela equacéao X.5.

remp _ VX AT X a

4 V3

Em que V é o volume medido, AT ¢é a variacdo da temperatura segundo os critérios defi-

(X.5)

nidos e a é o coeficiente de expanséo volimica da solucdo a temperatura de referéncia.

Na pratica, quando sdo utilizadas solucfes aquosas diluidas, o valor de a utilizado pode
ser o de solugdes aquosas, cujo valor é 2,07x104 °C1,

Com as incertezas padrdo anteriores é possivel calcular a incerteza padrdo combinada

associada a preparacéo da solucdo padrdo priméria através da equacéo X.6.

o= (G + G + 6 9
Em que:
° u; € a incerteza padrdo combinada associada a preparacdo da solucdo padrdo
primaria (mg/L);
° C é a concentracdo da solugéo padrdo primaria (mg/L);
o u,, € a incerteza padrao associada a pesagem do padrao comercial (g);
o m € a massa pesada do padrdo comercial (g);
o u,, € aincerteza padrao associada a pureza do padréo comercial
o pur € a pureza do padrdo comercial;
o u, € aincerteza associada a medi¢é@o do volume (L);
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Anexo X — Incerteza Global do Método

) V é o volume do baldo volumétrico (L);

Incerteza combinada associada a preparacdo de padroes obtidos por diluicdo

De modo a obter solugbes com concentracdes mais baixas é necessario realizar dilui-
¢Oes sucessivas a partir da solucdo padrdo primaria, o que faz com que exista propagacao da
incerteza. Assim, € necessario calcular a incerteza padrao combinada associada a cada dilui-

¢do, através da equacao X.7.

un\? (W) (g ’ X.7)
Ucyy = Cait X (?) +<71> + Tf .

Em que:

. uc,, € aincerteza padréo combinada associada a preparagéo da solugdo padréo
diluida;

o C,4;; € a concentracdo da solugéo padrédo diluida;

. u, € a incerteza combinada da solugao padréo anterior;

. C é a concentracdo da solucdo padrdo anterior;

. uy, € a incerteza padréo associada a medicdo do volume inicial (pipeta volumetri-
ca);

o V; € o volume inicial medido;

. Uy, € a incerteza padrdo associada a medic&o do volume final (baldo volumétrico);

° V; € o volume final (do baldo volumétrico).

As incertezas associadas a V; e V; séo calculadas de acordo com a equagao X.3, contu-

do a componente da temperatura, u,"", ndo é considerada.

X.2 Incerteza associada a interpolacdo da curva de calibracéo

Quando a fun¢éo de calibragédo pode ser descrita pelo Método dos Minimos Quadrados,
de acordo com a ISO 8466-1, a incerteza associada a interpolacdo do sinal da amostra na fun-

¢do de calibracao linear, u,..,, € dada por:

Sy |11 e — ¥)*
—yx 444 7 X.8
Ureta b X\/N+n+b2><2(xi—f)2 (X.8)

Onde:
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Anexo X — Incerteza Global do Método

. Sy /x € 0 desvio padrdo residual da reta de calibragao;

o b é o declive da reta;

. N é o nimero de padrdes de calibracao usados no tracado da reta de calibracao;
. n € o n° de leituras utilizadas para determinar a concentracdo da amostra;

o Y, € o0 valor médio das “n” leituras da amostra;

. y € o valor médio das “N” leituras dos padrées de calibragao;

. x; € a concentragdo de cada um dos “N” padrdes de calibracao;

. X € a concentracdo média dos padrdes de calibracao.

Para o calculo desta incerteza, usa-se o sinal obtido pelo padrdo de concentragdo mais
baixa da gama de trabalho como referéncia, de modo a obter uma concentracéo estimada por

interpolacdo da reta de calibracéo.

X.3 Incerteza associada a preciséao

Para que a incerteza associada a precisdo seja representativa da real variabilidade dos
resultados dos ensaios, esta deve ser avaliada em condicBes de precisdo intermédia. Neste

caso, o seu calculo foi efetuado com recurso ao padrdo de controlo de gama mais baixa.

A incerteza padrdo absoluta associada a precisao, u,..;s:0, € calculada diretamente pelo

desvio padréo absoluto de precisao, s,,cisao- ASSIM,

Uprecisio = Sprecisio (Xg)

A incerteza padréo relativa associada a precisé@o calcula-se através da equacao X.10.

S ;ox
u;’reciséo = CET;C:S/%O X100 (X.lo)

Em que C é a média das concentracdes e n € o nimero de analises efetuadas.

X.4 Incerteza associada a exatiddo dos ensaios de recuperacao
(Guia Nordtest)

A incerteza associada a exatiddo do método de ensaio pode ser estimada através de en-
saios de recuperacéo, sendo que € necessério ter em conta a incerteza associada a variabili-
dade e a incerteza associada a concentracdo da amostra fortificada e usada no ensaio de re-

cuperacéo 1,

O valor médio das recuperacdes é determinado através da equacao X.11.
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— C
R=— (X.11)
Cfortif
Onde:
o R é a recuperagéo média em “n” ensaios efetuados;
. C,,s € a concentracdo média estimada de “n” ensaios de amostras fortificadas;
. Croreis € @ concentracdo do analito na amostra fortificada.

A incerteza associada a recuperagdo meédia, u,, € entdo dada por:

SZ uC . 2
w = R x ( ons )+( f”“f) (x.12)
n X Cops Croreif

Em que:

e 5,5 € 0 desvio padrdo da série de “n” resultados obtidos nos ensaios de recupe-
racdo a um nivel de recuperacao;

e n é o numero de ensaios de amostras fortificadas;

Ucy iy € a incerteza associada a concentra¢do da amostra fortificada e usada no

ensaio de recuperacao.

Apbs a determinacdo da média das recuperacfes e da incerteza associada aos ensaios

de recuperagao, ug,, € possivel avaliar se a recuperagcdo média esta afastada do valor ideal de

100% (R = 1), através do teste t de Student.
O valor do t de Student é calculado através da seguinte expressao:

11— R
t=

Ur)

(X.13)

O valor obtido é comparado com o valor de teritico para n-1 graus de liberdade e 95% de
nivel de confianca. Caso t<terico, €Ntd0 R N&o € significativamente diferente de 1, logo os resul-

tados das amostras ndo devem ser corrigidos com o valor da recuperacdo média.

X.5 Incerteza associada a exatiddo dos ensaios de recuperagcao
(1SO 11352)

A incerteza da exatidao do método de ensaio, tendo em conta os erros de medi¢éo obti-
dos pelos ensaios de recuperagdo, em termos relativos, u;.,,, pode ser calculada pela equa-

céo X.14 (112,

139



Anexo X — Incerteza Global do Método

’ ’ 2 1 2
urecup= bRMS +ufortif (X14)

Em que:

. brus € @ incerteza padrdo associada a dispersdo do erro relativo dos resultados
obtidos nos ensaios de recuperacao;
o Usoreip € @ iNcerteza padrdo relativa da concentragéo do analito na amostra fortifi-

cada.

A incerteza padrdo associada a dispersdo do erro relativo é calculada pela seguinte

equacao:
brus = (X.15)
Sendo que
Crap — C
b=k el 100 (X.16)
ref
Em que:
. b; é a diferenca relativa entre o valor obtido pelo laboratério no ensaio de recupe-
racao (C.qp ) € 0 valor de referéncia (C,.y);

. n € 0 nimero de ensaios de recuperacédo efetuados.

Nos métodos cromatograficos com preparacdo de amostra, a percentagem de recupera-
¢8o média do ensaio de recuperacdo encontra-se afastada do valor ideal de 100%, por isso o
resultado obtido é corrigido pelo valor da percentagem média. Assim, a concentracéo tedrica,

Crer, € calculada atraves da média dos resultados obtidos nos ensaios de recuperagao.

7l"l=1 CLabi (X 17)

ref n

A incerteza padréo relativa da concentracdo do composto na amostra fortificada é descri-
ta pela equacao X.18.

ey = |(225) ()" () x1

Cspike
Em que:
o Ugpike € @ iNCerteza associada a preparacao da solugao spike;
o Cspike € @ concentracdo do composto na solugdo spike usada para fortificar a
amostra;
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o uy, € aincerteza padréo associada & medicéo do volume da amostra usada no en-
saio de recuperacao (baldo volumétrico);

. V é o volume da amostra utilizado no ensaio de recuperacao;

. u, é a incerteza padrdo associada & medicdo do volume da solucé@o spike adicio-
nada a amostra no ensaio de recuperacao;

. V' é o volume da solugao spike adicionado a amostra.

X.6 Incerteza associada a concentracdo do padréo interno

Como o método requer a utilizacdo de padrao interno, também é necessario considerar a
incerteza inerente a sua preparacao. Neste caso, a solugdo padrdo primaria é preparada por
diluicdo de um padréo comercial dissolvido num solvente apropriado. As fontes de incerteza
contabilizadas séo:

. Incerteza associada a pureza da solucéo padrao comercial,
. Incerteza associada a uma medicdo de volume;
. Incerteza associada a concentracdo do composto na solucdo padrdo comercial

(indicada pelo fabricante).

A incerteza combinada da concentracéo da solucdo padrdo preparada por diluicdo da so-

lucdo padrédo comercial, u., é dada pela equagédo X.19.

up\Z U\ U\ U2
T [ I i R i Y (X.19)
¢ %4 v’ pur c’

Em que:
o C é a concentracdo da solugéo padréo primaria;
o u, é aincerteza associada a medi¢éo do volume;
o V é o volume do solvente adicionado a solugéo padréo;
o uy,’ @ a incerteza associada a medigdo do volume da solu¢do padrdo comercial

adicionado a solugéo padréo;

o V' é o volume da solucdo padrdo comercial adicionado a solugéo padréao;

o U, € aincerteza associada a pureza do padrao;

o pur é a pureza do padrao comercial;

o ucr € a incerteza associada a concentragdo do composto na solucdo padrédo co-

mercial (indicada pelo fabricante);

o C' é a concentracdo do composto na solucdo padrédo comercial.
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