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Resumo

Os desreguladores endocrinos (DE) s@o substancias que causam alteragdes no funcionamento do
sistema endocrino dos seres vivos. Tais compostos tém seu efeito comprovado mesmo em baixas
concentragdes nas matrizes ambientais. Identificar e quantificar tais compostos ¢ uma tarefa desafiadora. Para
além das dificuldades experimentais inerentes as amostras de matrizes ambientais a correta expressdo dos
resultados obtidos € parte crucial para a credibilidade e confiabilidade ao trabalho desenvolvido. A correta
expressdo dos resultados se da considerando-se as fontes de incerteza presentes na metodologia escolhida e
nao apenas usando o desvio padrio relativo aos resultados obtidos pelo método de analise escolhido.

Utilizar a incerteza expandida é a forma mais eficiente para relatar um resultado de anélise, visto que
ela leva em consideragao as fontes de incerteza presentes na analise.

Assim sendo o presente trabalho se propoe a investigar as fontes de incerteza na cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), usada para identificar e quantificar 17 B estradiol (E2), expressando seu resultado
com a incerteza expandida do método.

O resultado obtido mostrou que a incerteza expandida calculada (concentragdo de E2 = 358 + 17
pg/L) é maior que a reportada usando o desvio padrio (concentragdo de E2 = 358 = 7 pg/L). Mostrando assim
que utilizar a incerteza expandida ¢ uma ferramenta que indica a real precisdo do método de analise utilizado.

Introducao

O sistema endocrino controla diversas fungdes no corpo humano através da producdo e excre¢ao de
hormdnios. Contudo ele pode ser afetado pela agdo de uma substancia externa que entrou em contato com o
corpo. Elas podem atuar no sistema enddcrino aumentando ou diminuindo o efeito do hormdnio natural
(Birkett e Lester, 2003). A essas substancias chamamos de desreguladores endocrinos (DE) que, por definigéo,
¢ uma “substdncia exdgena (ou mistura) que altera as fungdes do sistema endocrino, causando efeitos
prejudiciais a saide de um organismo, ou a sua descendéncia, ou (sub) populagdo” (European workshop on the
Impact of Endocrine Disrupters on Human Health and Wildlife, Weybridge 2-4/12/1996).

Dentre os efeitos em animais podemos citar: aumento da taxa de mortalidade, disturbios reprodutivos,
feminilizagdo, distiirbios na sintese de hormdnios etc. Em seres humanos podemos citar: diminui¢do no nivel
dos horménios sexuais, baixa qualidade do esperma, alteracdes nas func¢des do figado, diminui¢do do peso de
recém-nascidos etc (Canesi & Fabbri, 2015a; Canesi & Fabbri, 2015b; Chikae et al., 2004; Lee, Lin, & Chen,
2014; Thorpe et al., 2003; Meeker, 2012).

Dentro do grupo de DE conhecidos podemos citar diferentes classes de substancias quimicas como,
por exemplo, ftalatos (usados na fabricagdo de cosméticos, detergentes e etc), aditivos fenolicos (aplicados a
fabricagdo de plasticos), pesticidas (usados na produgdo de alimentos para o controle de pragas) e esterdides
estrogénicos (hormoénios sexuais) (Lafleur & Schug, 2011).

A classe dos esterdides estrogénicos ¢ a que mais tem atraido a atencdo da comunidade cientifica
devido aos seguintes fatores: apresenta efeito desregulador em baixas concentragdes (na ordem de ng L), seu
efeito desregulador pode ser observado poucas horas depois da exposi¢do, além de ser classes de compostos
presentes em muitas prescrigdes médicas (Lafleur & Schug, 2011).

Nas ultimas décadas muitas agéncias reguladoras de saude e agéncias de protecdo ambiental tém dado
atencao aos Poluentes Organicos Persistentes (POP). Eles sdo poluentes que ndo sdo totalmente eliminados nos
processos de tratamento de efluentes, incluindo o tratamento de agua para o consumo humano, e sio
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descartados nas matrizes ambientais (Dias, Gomes, Bila, Sant’Anna, & Dezotti, 2015). Dentro dessa grande
classe de poluentes estdo os DE que causam, dentre muito efeitos, distirbios hormonais nos animais que
entram em contato com eles (Canesi & Fabbri, 2015; Thorpe et al., 2003).

Devido ao fato de estarem presentes em baixas concentracdes nas matrizes ambientais a etapa de
concentragdo ¢ uma das mais importantes para a detec¢do e quantificacdo de um DE (Lafleur & Schug, 2011).
Comumente usa-se extragdo em fase soélida (EFS) como etapa de concentracdo devido a necessidade de um
volume menor de solvente, em comparagdo com a extracdo liquido-liquido (ELL) (Tournier et al., 2015).

Diversas técnicas experimentais podem ser utilizadas, como técnicas in vivo, in vitro e técnicas
analiticas. A técnica in vitro que mais se destaca ¢ o ensaio de atividade estrogénica (EAS) devido a sua
robustez, rapidez e sensibilidade (Dias et al., 2015). Entretanto, como o ensaio EAS ndo identifica a substancia
que estd causando o efeito desregulador, a técnica tem uso limitado. A Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) ¢ a técnica mais usada, entdo. Para os DE da classe dos esterdides estrogénicos o detector
mais empregado € o de fluorescéncia.

A baixa concentra¢do encontrada dos DE nos move a expressar os resultados dessas analises com
maior nivel de confianga ¢ de maneira mais adequada possivel, pois somente assim garantiremos a
confiabilidade metroldgica dos mesmos (Matthiessen & Johnson, 2007, GUM BIPM 2008).

Segundo o Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM), por definigdo, incerteza ¢ o parametro
que caracteriza a dispersdo dos valores atribuidos a um mensurado que pode estar associada com outros fatores
presentes durante a medi¢ao (VIM, 2012).

A incerteza de medigcdo pode ser expressa de diversas formas como por exemplo desvio padrio,
intervalo de confianga, estimativas sobre o erro na medi¢ao da substancia de interesse.

Entretanto de acordo com o ISO/IEC 17025 para que um laboratério possua uma melhor confianga
em seus resultados, a melhor maneira de expressar a desconfianga existente em uma medigdo, ¢ usando a
incerteza expandida, que leva em consideragdo todas as possiveis fontes de erro que podem influenciar a
medicdo da substancia de interesse.

De acordo com a sugestdo do ISO GUM, a incerteza de uma medida (incerteza expandida) ¢ uma
combinacdo das incertezas de diversas fontes (incertezas combinadas). A forma de combinar as incertezas
combinadas para se estimar a incerteza expandida ¢ através da expansdo da série de Taylor (ISO GUM ,2008).

Cada metodologia analitica possui diversas fontes de incerteza, que variam devido ao método usado
e, cada fonte de incerteza ird contribuir para a incerteza da medigdo. Embora muitos trabalhos expressem a
incerteza de suas analises com base no desvio padrao de seus resultados, a maneira mais completa ¢ expressa-
la através da incerteza expandida (U). A determinagdo das fontes de incerteza que tém maior impacto na
incerteza expandida, ndo ¢ trivial.

O diagrama de Ishikawa, também conhecido como diagrama de causa-efeito ou ainda de espinha de
peixe, ¢ a ferramenta mais simples para mapear as fontes de incerteza de um método analitico e definir a
influéncia de cada uma delas na incerteza expandida.

Objetivo

Identificar as fontes de incerteza na determinagdo de 17f estradiol (E2) via CLAE e calcular sua
incerteza padrao combinada.

Metodologia

As fontes de incertezas nas andlises cromatograficas sdo bem conhecidas, e podem ser enumeradas
como sendo relativas a quantidade de amostra usada na analise, grau de recuperacdo, repetibilidade, incerteza
associada a concentracdo determinada da substancia analisada e incerteza associada a calibragao (Konieczka &
Namies$nik, 2010). O diagrama de Ishikawa, presente na figura 1, representa as fontes de incerteza da
metodologia escolhida.
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Figura 1: Diagrama de Ishikawa para a determinagdo de 17f estradiol via cromatografia liquida de alta
eficiéncia

O critério usado, para a sele¢do da amostra, foi baseado na frequéncia em que tal matriz aparece nos
trabalhos da area ambiental.

A amostra selecionada foi coletada no rio Maracana localizado na cidade do Rio de Janeiro, no
cruzamento da Rua Sao Francisco Xavier com a Avenida Maracana. O DE escolhido para ser analisado foi o
17 estradiol (E2) que ¢ um dos esteroides estrogénicos com maior efeito no sistema enddcrino (Jaro, Giesy,
& Hilscherova, 2014).

Para a determinacdo da concentracao de E2 na amostra foram medidos 500mL da amostra, em baldo
volumétrico, que foi acidificada até pH 3 e filtrada em membrana de fibra de vidro com tamanho médio de
poros de 0,7 um. Apds, a amostra foi filtrada em membrana de Nylon® com poros de 0,45 pm para a remogao
total dos solidos suspensos. Terminada as etapas de filtragdo, a amostra foi percolada através de um cartucho
de extracdo em fase solida (EFS) de fase reversa (C18) da marca Strata-X(Phenomenex®) de 500 mg / 6 mL
previamente acondicionados conforme as recomendagdes do fabricante: 6 mL de n-hexano, 2 mL de acetona, 6
mL de metanol e 10 mL de agua Milli-Q em pH 3. A extragdo foi realizada em Manifold (Agilent (VacElut
12)) acoplado em uma bomba de vacuo. Para a remogao dos interferentes foi realizada uma etapa de limpeza
do cartucho com 10 mL de uma solu¢dao de metanol em agua ultrapura (1:9). Seguida da etapa de limpeza, a
amostra foi eluida com 4 mL de acetona, evaporada e redissolvida em acetonitrila.

As analises por CLAE foram realizadas em um cromatografo da marca Waters, modelo 15 25,
composto por uma bomba bindria, um detector de fluorescéncia, modelo 2475 e um auto injetor modelo 2707.
Foi utilizada uma coluna C18 da marca Waters, com 250mm de comprimento ¢ 4,6 mm de diametro interno,
de 5 p m de tamanho de particula. As analises foram realizadas na temperatura de 30°C. Foram injetados 20
puL de amostra a um fluxo de 1 mL/min. O fluxo de fase movel foi feito em um gradiente de concentragéo
(acetonitrila agua) de acordo com a tabela 1. A detecgdo e quantificagdo do E2 foi realizada com o detector de
fluorescéncia, o comprimento de onda de excita¢do usado foi de 280 nm e comprimento de onda de emissdo
usado foi de 306 nm ( PATROLECCO, 2013).

Tabela 1. Composiciio da fase movel

Tempo da corrida*  Acetonitrila ~ Agua

(min) (%) (%)
0 40 60
6 50 50
9 30 70
13 40 60
15 40 60

*tempo onde a faze movel mudou de composicao
Foi construida uma curva analitica na faixa de 2040 a 5100 ug/L com sete niveis de concentragéo,
igualmente espacados, a partir de uma solugdo mae de 17 estradiol a 10 mg/L em acetonitrila.
Aos dados obtidos foram aplicados os teste de Grubbs, para a identificagdo de valores aberrantes € o
teste de Cochran, para avaliar o comportamento da curva analitica (homocedastico ou heterocedastico). A
partir dos resultados desses testes o comportamento da curva analitica foi modelado usando o método dos
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minimos quadrados (regressao linear). Ambos testes foram realizados seguindo-se o documento de orientagao
sobre validacdo de métodos analiticos do CGCRE (DOQ-CGCRE, 2011).

Incerteza atribuida a recuperacio

A recuperacdo (ou fator de recuperacdo), R(%), ¢ definida como a propor¢do da quantidade da
substancia de interesse, presente na por¢do analitica do material teste, que ¢ passivel de ser quantificada
(RIBANI et al, 2004).Ela foi determinada usando o nivel de concentragdo central da curva analitica (3570
pg/L) de acordo com a equagdo 1.

R(%) = Valor sheervads ypg (Equacio 1)

Valor atribuide
Incerteza atribuida a repetibilidade

A repetibilidade ¢ expressa pelo desvio padrdo relativo ou coeficiente de variagdo (CV), ela foi
determinada pela varia¢ao dos resultados obtidos na amostra de acordo com a equagao 2.

Cvo) = f—f .100 (Equagio 2)
Onde:
s € o desvio padrdo
¥ ¢ amédia dos valores obtidos na determinagdo da amostra.
A incerteza atribuida ao parametro de repetibilidade foi calculada de acordo com a equagdo 3
5
ul.E,p = k,——
VI (Equacgao 3)
Onde:

s € o desvio padrao das medi¢des repetidas
n o nimero de determinagdes

k ¢ o fator de abrangéncia de valor igual a 2.

Incerteza atribuida ao limite de detec¢ao e ao valor determinado

O limite de detecgdo (LD) da curva foi estimado a partir do ponto de menor concentragdo da curva
analitica de acordo com a equagao 4.

LD = a.af’;’ (Equacio 4)
Onde:

s € o desvio padrao do nivel de menor concentracao

b é a inclinacdo da curva analitica

A incerteza atribuida ao LD foi calculada usando-se a equagao 5.

D = et (Equaciio 5)
Onde:

U p¢ a incerteza atribuida ao limite de detecgdo (LD)
Cdet € a concentragdo de 17 B estradiol na amostra.

Incerteza associada a quantidade de amostra

Para determinar a incerteza associada ao valor determinado na amostra utilizou-se a equacao 6.
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h ||J- 1 + (% gmostra — *m)”

b Jpom Qux (Equacio 6)

Sy ¢ € 0 desvio padréo residual

b ¢ o coeficiente angular da curva analitica

n é o numero de replicatas

p numero de niveis de concentra¢do da curva analitica

Hamostra © @ concentragdo de 17 B estradiol reportado

¥,,€ a média dos niveis de concentragdo usados para a construcdo da curva analitica

Q... ¢ um parimetro calculado segundo a equagio 7

Qn’ = Z{xi - -rrr.J:
=L (Equacio 7)

;¢ o valor calculado de 17 B estradiol em cada replica.

O desvio padrio residual pode ser calculado usando-se a equagdo 8
s = |E|"i.'.|'|' - .'J'.'I\]:

¥ix _
y n-2 (Equaciio 8)

5,

1z € 0 desvio padrdo residual
¥; € a resposta obtida pelo equipamento
_r,-" ¢ a resposta esperada

n é o numero de determinagdes.

Incerteza atribuida a curva analitica

Onde:

A incerteza atribuida a curva analitica foi calculada usando a equacao 9

|

U =

=

W (Equagio9)

U,z € aincerteza da curva analitica
s € o desvio padrao das medigdes repetidas
n o numero de determinagoes

De acordo com o diagrama de Ishikawa proposto podemos expressar a incerteza padrdo combinada

usando equacdo 10.

Onde:

[
Upe = wll(u’cm): + [:H':"E;J): + (u:l'sc): + [:H'RJJ‘IDSH‘R): + EH'L-D):

(Equacio 10)

Upe € a incerteza padrdo combinada para a determinagéo de E2 via CLAE
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Hceale € @ incerteza padrdo atribuida a curva analitica

prec € a incerteza padrio atribuida a recuperagéo

prep € a incerteza padrdo atribuida a repetibilidade

Mamostra € @ incerteza padrdo atribuida ao valor medido pelo equipamento
prp € a incerteza padrio atribuida ao limite de detecgéo

Planilha de calculo de incerteza padriao combinada e expandida

A partir das equagdes aqui descritas e baseando-se no diagrama de Ishikawa foi construida uma
planilha para o célculo da incerteza padrao combinada e incerteza expandida que, foi calculada segundo a
equacao 11.

Ueg = K ulpp (Equagdo 11)

Resultados

O teste de Grubbs foi aplicado aos dados da curva analitica e ndo foi encontrado nenhum valor
aberrante.

O comportamento da curva analitica foi avaliado pelo teste de Cochran e pode-se observar que a
curva analitica apresenta comportamento homocedastico.

A partir dos resultados obtidos realizou-se a regressdo linear pelo método dos minimos quadrados e
os coeficientes da curva analitica estdo apresentados no Tabela 2.

Tabela 2: Coeficientes da curva analitica

Coeficiente Valor
Inclinacdo 20460,08
Intersegado -1650595,2
Coeficiente de determinacdo (R?) 0,9994

As tabelas 3 e 4 reunem os valores dos parametros estimados e as fontes de incerteza padrio
calculadas.

Tabela 3: Parametros analisados

Parametro Valor
Concentracdo de E2 (ug/L) 358
LD (pg/L) 14
Repetibilidade (%) 0,034
Recuperagio (%) 99+4
Tabela 4: Fatores estudados
Fonte de incerteza Valor
Quantidade de amostra 0,00025
Calibracdo 1,515
LD 0,04
Repetibilidade 8,58
Recuperagdo 0,9997

Foi construida uma planilha de calculo para facilitar a utilizagdo das formulas aqui descritas. As
fontes de incerteza foram separadas por abas e em cada aba o operador pode alterar os valores das fontes de
incerteza de acordo com as condigdes de analise.

Apos informar os valores necessarios para o calculo da incerteza expandida obteve-se o seguinte
resultado:

Concentragdo de E2 (ug/L) =358 £ 17

O valor da incerteza calculada mostrou-se maior do que quando se utiliza apenas o desvio padréo das
concentragdes lidas pelo equipamento:

Concentracao de E2 (ug/L) =358 £7
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6. Conclusoes

O valor da incerteza expandida ¢ a melhor forma de reportar um resultado analitico, visto que no seu
calculo todas as fontes de incerteza sdo levadas em consideragao.

Utilizar as recomendagdes presentes no guia para a expressdo de incerteza de medigao .¢ a forma mais
eficiente de relatar os resultados do método de analise.

Com o presente trabalho pode-se calcular a incerteza expandida do método analisado e, a utilizagao
da planilha de célculo facilitou o trabalho de determinar dos valores dos pardmetros estudados.

Variando-se as informacdes da planilha construida pode-se avaliar o impacto que cada fonte de
incerteza tem sobre a incerteza expandida.
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