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IN-HOUSE VALIDATION OF METHYLTESTOSTERONE DETERMINATION IN NATURAL WATERS BY VOLTAMMETRY
USING HANGING MERCURY DROP ELECTRODE. 170-methyltestosterone (170-MT) is a hormone used in medicine and
aquaculture which can be found in natural waters. It is considered an emerging organic pollutant and its accurate and precise

analysis is required. Therefore, this study presents the in-house validation of a new voltammetric methodology for 17¢-MT analysis

in natural waters. A hanging mercury drop electrode and NaOH 5.0x10-* mol L' solution as the electrolyte were employed in the

voltammetric determinations. To confirm the presence of 17a-MT in water samples quantitative analysis was performed by ESI-MS/
MS. The methodology exhibited good selectivity, linearity, accuracy (recovery of between 100.4 and 108.8%) and precision (RSDs
for repeatability of 2.85% and for intermediate precision of 14.10%, with n = 5, respectively). LOD and LOQ were 3.07 ug L' and
10.78 pg L', respectively. The methodology was suitable for determination of 170-MT in natural waters due to low-cost, good

performance and no sample pre-treatment required.
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INTRODUCAO

Anualmente, inimeros compostos sdo produzidos. Contudo, das
milhdes de substincias organicas e inorganicas, poucas sao monitora-
das ou regulamentadas em rela¢@o ao tempo de vida e efeitos quando
langadas no ambiente. Assim, surge a necessidade do monitoramento
da sua presenca em diferentes matrizes e ecossistemas.'??

Os produtos farmacéuticos, como os horménios ou substincias
hormonalmente ativas, tem capacidade de interferir no sistema en-
ddécerino de humanos e outros animais, mesmo quando encontram-se
em baixas concentragdes. Por isso sdo chamados de interferentes
endderinos e considerados poluentes orgénicos emergentes.*®

O hormoénio 170-metiltestosterona (170-MT) (Figura 1) € um
composto sintético derivado da testosterona e pertencente aos hor-
monios considerados esterdides anabolizantes. Na medicina, € usado
para suprir deficiéncias de testosterona e no tratamento de sintomas de
andropausa em homens.”® O 170-MT possui massa molar de 302,45
g mol ', apresenta-se na forma de p6 cristalino de coloragao branca,
sendo praticamente insolivel em dgua, e dissolve-se facilmente em
dlcool etilico.’

CH30H

il H3
CHs

)

Figura 1. Estrutura quimica do horménio 170-MT

Na aquicultura o 170-MT € amplamente utilizado na reversido
sexual em camardes, como o gigante da Maldsia (Macrobrachium
rosenbergii)," a tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus),'"'? entre
outras espécies de peixes. Essa atividade resulta em langamento de
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efluentes contendo o 170-MT," justificando a necessidade de moni-
toramento dos corpos d’dgua em relag@o a presenga de substancias
hormonalmente ativas.

Os métodos analiticos tradicionalmente usados para quantificar
0 170-MT se baseiam em técnicas cromatograficas (cromatografia
gasosa, liquida, e liquida de alta eficiéncia) com detec¢do com
Arranjo de Diodos (DAD) e Ultravioleta,'* e espectrometria de mas-
sas acoplado (MS/MS)."151¢ Apesar da versatilidade, sensibilidade
e eficiéncia destas metodologias, elas tem como desvantagem a
necessidade do uso de solventes téxicos e de instrumentagdo de custo
elevado, além de longos tempos de andlise e de que normalmente
ndo sdo aplicadas diretamente a andlise de amostras concentradas.'”
Os métodos eletroquimicos, por sua vez, t&ém sido empregados para
a determinacdo de compostos ativos farmacéuticos em niveis traco
em estudos de monitoramento de produtos industriais, bioldgicos e
ambientais com sensibilidade, precisio e exatiddo adequadas.'” As
modernas técnicas eletroanaliticas s@o aplicdveis na quantificacio de
hormonios e outros agroquimicos, com algumas vantagens em relagao
a outras metodologias, pois produzem medidas rapidas e confidveis do
analito, consumindo pequenas quantidades de reagentes e eliminando
ou minimizando etapas de pré-tratamento.'”"” No entanto, podem ser
adotadas somente quando os sinais de outros compostos presentes na
amostra nfo apresentam uma resposta no mesmo potencial em relagao
a espécie de interesse, uma vez que ndo sio técnicas de separa¢do.”’

Entre as técnicas voltamétricas empregadas na quantificagdo de
compostos organicos destaca-se a voltametria de onda quadrada, que
permite a realizacdo de varreduras rapidas de potencial e obtengdo
de metodologias sensiveis.?! Além disso, esta técnica eletroanalitica
pode produzir resposta de corrente mais alta, quando comparada a
outras técnicas de pulso, sobretudo quando se trata de um sistema
quase ou totalmente reversivel. No caso de processos cuja reversi-
bilidade € total, a corrente de pico € até cinco vezes menor que para
sistemas irreversiveis.?!

A voltametria de onda quadrada ¢ utilizada para determinar far-
macos, tais como os hormodnios, em diversas matrizes. Ghoneim et
al. (2004)* propde um método para quantificar o contraceptivo levo-
norgestrel em formulagdes farmacéuticas e soro humano, utilizando
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o eletrodo de merctrio. Santos et al. (2010),% utilizando o eletrodo
de diamante dopado com boro, determinaram o hormonio estriol em
urina de mulheres gravidas empregando voltametria de onda quadra-
da. Todavia, pesquisas dedicadas a determinagdo eletroanalitica do
hormonio 170-MT em diferentes matrizes s3o escassas na literatura.
Wang e al. (1985)** descreve uma metodologia para determinar este
hormonio em formulagdes farmacéuticas por técnicas voltamétricas.
Outra metodologia para quantificar o 170-MT em matrizes aquosas
¢ a apresentada no trabalho de Miranda et al. (2014)" empregando a
voltametria de onda quadrada e o eletrodo de gota pendente de mercurio
(HDME). Entre as vantagens do uso do eletrodo de merctirio estd a re-
novacao da superficie metalica a cada medida, eliminando a passivagio
da superficie eletrédica. Uma nova gota € formada automaticamente
por pressdo de nitrogénio no sistema apds a retirada da gota antiga.
Além disso, o uso de equipamentos eletroanaliticos modernos permite
uma diminuicdo considerdvel de residuos de merctrio. Uma vantagem
adicional do emprego deste eletrodo na metodologia desenvolvida
por Miranda et al. (2014)" ¢ o fato de que a utilizagdo de eletrodos
sélidos para detecc@o de 170-MT € dificultada devido a adsorcao dos
produtos da reacdo redox na superticie do eletrodo, comprometendo
areprodutibilidade da resposta voltamétrica. Entretanto, uma das suas
limitagdes € a facilidade de oxidacao da superficie, restringindo a faixa
de potencial anédico que pode ser utilizada.

Conforme ja abordado, sdo encontrados poucos trabalhos na
literatura referentes a utilizagdo de métodos voltamétricos para a
determinacdo de 170a-MT, principalmente em amostras de dgua.
Desta forma, torna-se interessante o desenvolvimento e validacio
de um método voltamétrico para este hormonio.

Atualmente, € reconhecido que um método analitico antes de ser
utilizado no controle de qualidade ou por 6rgaos reguladores deve ser
validado, especialmente para firmacos. Para tanto, deve apresentar
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade nas medicdes
quimicas, comprovando sua adequac@o a finalidade pretendida.?*?

A validag@o de um método pode ser realizada de duas formas, a
primeira delas somente no laboratério (validacdo intralaboratorial)
abrangendo parametros como seletividade, linearidade, precisdo
(repetitividade e precisdo intermedidria) e exatiddo, ou a segunda
forma, incluindo estudos interlaboratoriais, que avaliam além dos
pardmetros ja descritos também a reprodutibilidade e a incerteza de
medi¢ao da metodologia estudada. No tltimo caso, o estudo recebe
o nome de validacdo completa e € exigido por 6rgaos reguladores
para adotar um método como oficial ou padro.?

Com o desenvolvimento de novos farmacos em dmbito mundial,
tornou-se imprescindivel a harmonizagdo de critérios para o regis-
tro desses produtos pelos érgios reguladores. Com isso, cresceu a
necessidade de se realizar estudos de validacido das metodologias
adotadas para a identificacdo e quantificaciao desses compostos. Um
exemplo € a resolu¢do 899 de 2003 da Anvisa,? que apresenta um
guia para a validacio de métodos analiticos e bioanaliticos aplicados
a formulagdes farmacéuticas, devendo ser adotado por industrias e
laboratérios de controle de qualidade e de fiscalizacdo. Todavia, a
valida¢@o de metodologias analiticas destinadas a andlise de poluentes
emergentes, como os farmacos em amostras ambientais, tem feito uso
de estratégias diferenciadas de validag@o, descritas em guias da EPA,
ISO e artigos da literatura.*

No Brasil, ainda sdo recentes os estudos voltados para a valida-
¢do de metodologias eletroanaliticas destinadas a determinagdo de
farmacos em diferentes matrizes, embora eles sejam realizados em
outras partes do mundo.’!

Por outro lado, os trabalhos de validagdo relatados na literatura
utilizam-se de técnicas estatisticas menos sofisticadas do que as em-
pregadas por métodos tais como os cromatograficos.*** Em alguns
casos, os resultados sdo validados somente por compara¢io com uma
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metodologia de referéncia, por exemplo, a cromatografia liquida, como
verificado no trabalho de Cdmara et al.**> que aborda a determinacdo
quantitativa do alcaldide boldina em extratos de folha de boldo por vol-
tametria ciclicae CLAE. Assim, verifica-se a importancia da aplicacio
de estratégias de validag@o para a determinag@o de formacos como o
170-MT em amostras ambientais por técnicas eletroanaliticas, fazendo
uso de ferramentas quimiométricas mais sofisticadas. No presente tra-
balho foi desenvolvido um estudo de validagdo intralaboratorial para a
quantifica¢@o rapida, simples e de baixo custo do hormonio 170-MT
em dguas naturais por voltametria de onda quadrada 303334

METODOLOGIA
Materiais, reagentes e amostras

Na validag¢do da metodologia foram utilizados reagentes de grau
analitico. A solugéo padréo estoque de 9,98x10- mol L"! de horménio
170-MT (DEG Reagents Corporation, 99,0%) foi preparada diaria-
mente em etanol 99,3% (v/v). Solugdes de trabalho foram preparadas
a partir de dilui¢des da solucio estoque em dgua ultrapura. As vidra-
rias, béqueres e baldes volumétricos foram previamente lavados e
descontaminados em solugdo HNO, 10% (v/v) e, em seguida, foram
enxaguadas com dgua destilada e com dgua ultrapura obtida por
sistema de purificagdo Mili-Q (Human UP-90).

No estudo de seletividade utilizou-se o 4cido himico (AH) com
grau técnico da Sigma Aldrich. Uma solugdo estoque de AH de
1,5 g L'! foi preparada e aliquotas dessa solugdo foram adicionadas
a cela eletroquimica contendo o analito 170-MT.

O 170-MT foi determinado em amostras de dguas naturais cole-
tadas em dois ambientes devidamente identificados pelas coordena-
das geograficas,* um riacho urbano (-25.382533,-51.487856) e em
tanques de criagdo de peixes (-25.468616,-51.41151) no municipio
de Guarapuava-PR.

Voltametria de onda quadrada

As medidas voltamétricas para o analito 170-MT foram reali-
zadas com um polarografo Methrom 757 VA Computrace, acoplado
por uma interface a um micromputador, operando com o software
VA Computrace para obtencdo, armazenamento e tratamento dos
dados obtidos. Como eletrodo de trabalho utilizou-se o eletrodo de
gota pendente de mercurio (HMDE), como eletrodo de referéncia o
de Ag/AgCl em KCI 3,0 mol L', e como eletrodo auxiliar usou-se
um fio de platina.

O potencial de deposicdo aplicado foi de -0,8 V, e a varredura de
potencial de -1,0 a-1,7 V, ambos baseados na literatura.'*** A remog¢ao
do oxigénio atmosférico dissolvido nas solugdes foi realizada pela
passagem de gds N, (99,999%).

Analises qualitativas por ESI-MS e ESI-MS/MS e extraciao do
hormonio 17a-MT de amostras de agua

As andlises por espectrometria de massas com ionizagdo por
electrospray (ESI) foram desenvolvidas no laboratério do Centro de
Estudos Biofarmacéuticos — Biocinese, usando um espectrometro
de massas em tandem (ESI(-)-MS/MS) da Waters - Quattro Premier
XE (Waters, Milford, MA, USA), equipado com fonte de ionizagio
ESI, analisador de massas triplo quadrupolo, software MassLynx
4.1. Primeiramente, o padrao analitico de 17a-MT foi submetido
a ionizagéo por electrospray no modo negativo ESI(-)-MS, seguido
de fragmentag@o induzida por colisdo com argdnio para obter os es-
pectros ESI(-)-MS/MS. Para a otimizacdo da andlise de 170-MT foi
preparada uma solugao de 100 ng mL™" de 170-MT em metanol 50%
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(v/v) e aliquotas foram introduzidas no Espectrometro de Massas por
infusio direta com auxilio de seringa de volume de 250 uL (Harvard
Apparatus, Natick, MA) em fluxo de 20 pL min"'. Desta forma, a
condi¢do analitica do espectrometro de massas foi otimizada para
deteccdo de 170-MT com os seguintes parametros: gas do cone
100 L h', géds de dessolvatagdo (nitrogénio) 750 L h'!, voltagem do
capilar (- 5,00 kV), voltagem do extrator (5 V), temperatura da Fonte
(110°C), temperatura de dessolvatagio (500 ‘C), variagdo da voltagem
do cone (- A 40) e a energia do gds de colis@o (argdnio) foi de 40 V. A
detecc¢do foi realizada no modo varredura na faixa de 60 a 400 m/z.

Para a extracdo e concentracdo do 170-MT a partir da dgua de
rio utilizou-se a extragdo em fase sélida (SPE) em cartuchos Strata-X
(500 mg/3 mL) Phenomenex. Os cartuchos foram acondicionados por
lavagem com 6,0 mL de metanol grau HPLC, seguido de 6,0 mL de
dgua ultrapura. O processo de elui¢do foi auxiliado por centrifugacio
a 1000 rpm durante 1 min (Eppendorf 5810 R). Apés condiciona-
mento dos cartuchos, foi aplicada uma aliquota da amostra de no
cartucho Strata-X, que em seguida foi lavada com 6,0 mL de dgua
ultrapura para retirar possiveis interferentes. A eluicdo do composto
de interesse foi realizada com 6,0 mL metanol grau HPLC. A solugio
resultante foi concentrada em concentrador liquido-liquido sob fluxo
de nitrogénio com aquecimento em banho-maria a temperatura de
45 °C (Tecnal TE-0195). O extrato final foi reconstituido em uma
solugdo de metanol 50% e injetado no espectrometro de massa para
obtencdo de fingerprints por ESI/MS e espectros de ESI/MS/MS na
faixa de 60 a 400 m/z. O procedimento de extragdo e quantificagcdo
do analito foi realizado em triplicata.

Validac¢iio da metodologia voltamétrica

Os parametros voltamétricos utilizados no presente estudo
baseiam-se na metodologia voltamétrica desenvolvida e otimizada por
Miranda ez al. (2014)." Portanto, os pardmetros utilizados foram: ele-
trélito suporte (NaOH 5,0 x 10° mol L); pH, ..., (9,0); f (frequéncia:
140 Hz); a (amplitude: 50 mV); AE, (incremento de varredura: 2 mV).
Para verificar o desempenho da metodologia eletroanalitica foram
analisados os pardmetros de seletividade, linearidade, limites de
deteccdo (LD) e de quantificacdo, exatiddo e precisdo de acordo com
recomendagdes de guias, resolucdes e artigos da literatura, 28303334

Seletividade

A seletividade do método foi avaliada qualitativamente a par-
tir de andlises empregando-se o dcido humico (AH), por ser uma
substincia considerada abundante em dguas naturais.* Este estudo
foi realizado com sucessivas adicdes de AH em concentragdes que
variaram de 4,9x107 a 38,2 mg L'! a partir de uma solugdo estoque
de 1,5 g L'\ A concentragio de 170-MT adicionada inicialmente na
cela voltamétrica foi de 1,96 x 107 mol L. A seletividade foi avaliada
pela variagdo da intensidade da corrente de pico nos voltamogramas.

O efeito de interferéncia de matriz foi avaliado comparando-se a
inclinacdo das curvas de padrdo externo em eletrélito puro e de adigio
de padrdo em amostras de dgua coletadas em tanque de criacdo de
peixes em func@o da concentragdo do horménio 170-MT (4,6 x 108
a4,2x 107 mol L).

A presenca do analito 170-MT em amostras de d4gua naturais foi
confirmada pela técnica de espectrometria de massas com ionizagao
por eletrospray e fragmentacéo por colisdo induzida como descrito
no item: Andlises qualitativas por ESI-MS e ESI-MS/MS e extragdo
do hormonio 170-MT de amostras de dgua.

Linearidade
A linearidade foi avaliada através de curvas de padrdo externo do
hormonio 170-MT em eletrdlito puro em duas faixas de concentragio

Validagio intralaboratorial da determinagdo de metiltestosterona em dguas naturais por voltametria 421

(1,0 x 10%a 2,31 x 107 mol L' e 4,18 x 107a 1,87 x 10°mol L").
Para cada ponto nas curvas analiticas foram realizadas trés medidas
voltamétricas. Uma andlise de regressdo linear e um teste de falta
de ajuste no nivel de 95% de confianca foram aplicados aos dados
de calibracdo, para verificar se o modelo linear era o modelo mais
adequado.®® Para testar a significancia dos coeficientes de cada uma
das curvas analiticas (intercepto e inclinagdo) foi aplicado um teste-
-t no nivel de 95% de confianca e foram construidos intervalos de
confianca e de predi¢do no mesmo nivel de confianca.

Limites de Detec¢do (LD) e de Quantificagcdo (LQ)

Para a determinacio dos limites de deteccdo (LD) e de quantifi-
cacdo (LQ) foram utilizados os dados da equagdo da curva analitica
de maior sensibilidade. Os valores de LD e de LQ foram obtidos pelo
desvio padrdo da média aritmética de dez voltamogramas do branco
respectivo a cada amostra e pela inclina¢@o da curva de calibragio
de acordo com as recomendagdes da Anvisa,” conforme mostram
as equacdes 1 e 2:

D=k M
LQ=H§5 @)

onde, S, é o desvio padrdo da média aritmética das correntes dos
voltamogramas do branco, no potencial equivalente aos dos picos
de 170-MT e b o valor do coeficiente angular da curva analitica.

Precisdo

A precisdo do método foi avaliada pelas estimativas de repetiti-
vidade e de precisdo intermedidria, de acordo com as recomendagdes
da Anvisa®® e da AOAC.** A estimativa de repetitividade foi obtida
pelarealizagdo de cinco medidas voltamétricas independentes em um
unico dia aplicando-se os parametros descritos na Tabela 1. A concen-
tracdo do horménio 170-MT adicionada foi de 1,96 x 107 mol L.
A estimativa de precisdo intermedidria foi determinada da mesma
maneira, durante cinco dias consecutivos. Os resultados do estudo
de precisdo foram avaliados a partir do cdlculo do coeficiente de
variagdo (CV) dado pela equagdo 3.2

v =2x100 3)
X

Na equacdo 3, o termo x corresponde a média e o termo s ao
desvio padrio entre as replicatas das medidas de corrente de pico.

Exatidado

A exatiddo foi avaliada por estudos de recuperagdo de padrdo
adicionado em eletrélito puro e em amostras de dgua de acordo com
as recomendagdes da Anvisa® e do Inmetro.”” Curvas de adi¢do de
padrdo em cinco niveis de concentragdo foram construidas a partir
de adicdes sucessivas do analito, em triplicata. A concentracdo de
hormonio foi determinada pela extrapolag@o do eixo nas abscissas e
a taxa de recuperacdo do analito foi calculada pela equagio 4:

Valor observado % 100 @)
Valor esperado

Analise estatistica

Toda a analise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o
software Minitab for Windows versdo 16.2.2.3
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo de validagdo intralaboratorial do método voltamétrico
proposto neste estudo para a determinagdo do hormoénio 170-MT
em 4gua foi realizado avaliando-se os parametros de seletividade,
linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo e exatiddao
por diferentes técnicas estatisticas seguindo as recomendacdes de
guias, resolucdes e artigos da literatura.?-30:3334

Seletividade

Para confirmar se o sinal analitico observado nas medidas volta-
métricas em amostras de dguas naturais estd relacionado a presenga
do hormonio 170-MT foram realizadas andlises por ESI-MS e ESI-
MS/MS, tanto do padrio analitico, quanto das amostras de dgua em
investigagdo (Figura 2).

O espectro do padrdo analitico do hormonio 17¢a-MT apresentou
fon molecular desprotonado [M-H] de m/z 301 e pouca fragmentacado
por ESI-MS/MS, sendo o fon molecular o pico base do espectro. Os
fragmentos resultantes foram todos de baixa intensidade, ou seja,
mesmo utilizando uma energia do gds de colis@o alta, o fon de m/z
301 ndo sofreu fragmentagdo significativa, mantendo-se intenso.
Este fato sugere que a molécula de 170-MT apresenta estabilidade
quimica. Os fons fragmentos observados podem ser originados por
perdas de pequenos fragmentos de massa: fon m/z 285 € a perda de
17 unidades, provavelmente correspondente a [M-OH]; o {fon m/z
271 se deve a perda de 31 unidades de massa [M-CH,OJ". Por ltimo,
o fon de m/z 229 origina-se pela perda de 73 unidades de massa, e
pode ser explicado pela perda consecutiva de molécula neutra de
CO e as 3 metilas presentes na molécula do horménio 170-MT
[M-CO-CH,-CH,-CH,]..

A presenga do hormonio 170-MT nas amostras de dgua de rio
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e do lago foi comprovada pela observagido de um ion [M-H] de m/z
301 no fingerprint ESI(-)/MS (Figura 2-B). Adicionalmente, o {on de
m/z 301 presente nas amostras ambientais foi fragmentado por colisdo
induzida e observou-se o mesmo padrdo de fragmentacdo obtido para
o padrdo analitico (dados nao mostrados).

Uma etapa de pré-tratamento foi aplicada as amostras de dgua de
rio e do lago, com extracdo em fase solida. Contudo, os fingerprints
ESI(-)/MS (Figura 2-B) mostraram a presenca de outros componentes,
ndo identificados. Estes resultados indicam que no estudo de seletivi-
dade € preciso avaliar a influéncia de possiveis interferentes. Por isso,
ao avaliar este pardmetro de validacio levou-se em consideracio a
presenca de moléculas organicas como o 4cido hiimico (AH), presente
em dguas superficiais com teores de até 30 mg L'.* Os voltamogra-
mas nas Figuras 3-A e 3-B mostram o efeito da adi¢do de diferentes
concentragdes de AH na corrente de pico do 17a-MT. Em baixas
concentragdes de AH (4,9 x 10 a 0,015 mg L), a sobreposi¢ao dos
voltamogramas na Figura 3-A indica que ndo hd um efeito significativo
de interferéncia na resposta analitica do hormonio. No entanto, para
concentragdes maiores (9,97 a 38,2 mg L) o efeito de interferéncia
foi importante, devido a diminuicdo na corrente de pico observada
nos voltamogramas mostrados na Figura 3-B. Vale ressaltar, que este
intervalo de concentracdo de AH conferiu uma coloragdo marrom a
solucdo contida na cela voltamétrica, e esta colora¢ao ndo foi observada
em amostras dos ambientes aquéticos estudados. Esta observacao fisica
sugere que um excesso de AH foi usado neste estudo.

A seletividade também foi verificada pela construcdo de curvas
analiticas de padrio externo, em eletrdlito puro (dgua ultrapura) e
adi¢do de padrio, no caso das amostras de d4gua de tanque de psicul-
tura (Figura 4). A andlise das inclinagdes (coeficiente angular) obtidas
para as curvas analiticas em eletrélito puro (0,86) e em amostras de
agua de tanque (0,40), sem diluir, indicam uma interferéncia nega-
tiva no sistema ao se trabalhar com amostras reais, uma vez que ha
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Figura 2. (A) Espectro ESI(-)/MS/MS do padrdo analitico do horménio 17a-MT. (B) Fingerprint ESI(-)/MS do 170-MT na amostra de dgua de rio
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Figura 3. Voltamogramas de 170-MT (1,96x 107 mol L), adi¢des sucessivas
de AH. (A) Baixas concentragdes de AH (4,9x10%a 0,015mg L"), (B) Altas
concentragoes de AH (9,97 a 38,2 mg L'). Em meio de NaOH 5,0x 10~ mol L
pH 9,0, coma=50mV, f=140s" e AEs= 2 mV. Com ajuste da linha base.
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Figura 4. Relagdo entre a intensidade de corrente e a concentragdo de 17a-
MT em relagdo a matriz, em dgua ultrapura (@) e em dgua de tanque de
piscicultura (&) nas concentracéoes de 4,6x10% a 4,2x107 mol L'
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a diminuicdo da sensibilidade da técnica devido ao efeito de matriz.
Vale ressaltar que esses resultados sdo concordantes com os observa-
dos na andlise dos espectros de massa e no estudo de adi¢cdo de AH.

Assim, para suprimir as interferéncias observadas na quantifi-
cacdo voltamétrica de 170-MT, as amostras de dgua foram diluidas
antes da determinagdo do hormonio. Aliquotas de 5,0 mL de amostra
foram adicionadas na cela voltamétrica, contendo 10,0 mL de solucio
de eletrdlito suporte preparada em dgua ultrapura. Desta forma, os
interferentes foram diluidos, minimizando o efeito de matriz e per-
mitindo a quantificacdo do analito nas amostras avaliadas.

Linearidade

Inicialmente, a faixa de trabalho foi avaliada no intervalo de
concentragoes de 1,0 x 10%a 1,87 x 10 mol L', para a quantifica-
¢do voltamétrica do horménio 170-MT utilizando-se os parametros
previamente otimizados por voltametria de onda quadrada."

A Figura 5, mostrada no trabalho de Miranda er al.,"” apresenta
os voltamogramas de dez adi¢Ges sucessivas de solucio padrio de
170a-MT para obtencdo da curva analitica com potencial de pico em
-1,35V.
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Figura 5. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a curva analitica
de padrao externo do 17a-MT com HMDE. Pardametros: f (140 Hz), a (50
mV), AEs (2 mV), NaOH 5,0x10° mol L pH,, ... 9,0. Concentragao: (I)
0, (2) 1,0x107%, (3) 3,0x107%, (4) 6,29x10%, (5) 1,09x107, (6) 1,67x107,(7)
2,31x107,(8)4,18x107,(9) 598x107, (10) 1,10x10°, (11) 1,87x10° mol L"'.
Com ajuste da linha base. Reproduzida da ref. 19

Para verificar se havia linearidade em toda a faixa de concen-
tragdes investigada foi realizada uma andlise de regressao linear, e
aplicado um teste de falta de ajuste, no nivel de 95% de confiancga.
Os resultados (dados ndo mostrados) sugeriram que ndo € possivel
ajustar um modelo linear em toda a faixa de trabalho investigada.
Neste caso, pode-se optar pelo uso de um modelo matemadtico de
ordem mais alta como um polindmio, ou pela reducdo da faixa de
trabalho até encontrar-se a linearidade entre o sinal eletroanalitico
e a concentragdo da espécie eletroativa.’® Sendo assim, a faixa de
trabalho foi dividida produzindo duas curvas analiticas de padrdo
externo, no intervalo de 1,0 x 10® a 2,31 x 107 mol L' (curva A,
com seis pontos) e de 4,18 x 107a 1,87 x 10°mol L' (curva B, com
quatro pontos), respectivamente, para confirmar qual delas seria a
mais adequada para a quantificagdo do horménio 170-MT. As duas
curvas analiticas sdo apresentadas nas Figuras 6-A e 6-B, tracadas
como a variacdo da intensidade de corrente de pico nos voltamogra-
mas versus a concentragio de 17a-MT em solucdo.
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Figura 6. Curvas analiticas de padrdo externo do horménio 170-MT sobre
HMDE em baixas concentragoes, 1,0x10%a 2,31x107 mol L, (curvaA) e em
altas concentragoes 4,18x107 a 1,87x10°mol L' (curva B). (—) Regressao,
(- =) Intervalos de confianca (95%) e (---) Intervalos de Predi¢do (95%)

Os resultados da andlise de regressdo linear para a quantificagdo
do horménio 170-MT sdo apresentados na Tabela 1, em ambas as
faixas de concentragio investigadas.

A curva analitica no intervalo de concentragdes de 1,0 x 10®%a

Quim. Nova

2,31 x 107 mol L'! (Curva A, Figura 6-A) mostrou-se linear, no nivel
de 95% de confianca com coeficiente de determinago (R?) de 90,82%
e coeficiente de correlacdo linear () de 0,9838 (Tabela 1), indicando
que o modelo linear se ajusta bem aos dados experimentais. Estes
resultados sdo ressaltados pelo fato da regressao linear ser significativa
(Frogressio > Feriieos P < 0,05) € ndo haver evidéncias de falta de ajuste
do modelo linear (Fi, < F 005 P > 0,05).

Para a curva analitica construida no intervalo de concentra¢des de
4,18 x 107a 1,87 x 10°mol L' (Curva B, Figura 6-B) foi observado
também um comportamento linear para o nivel de confianga de 95%,
com coeficiente de determinagdo (R?) de 84,62% e coeficiente de
correlagdo linear (r) de 0,8749 (Tabela 1) indicando que o modelo
linear se ajusta aos dados experimentais. Novamente, foi observado
que a regressdo linear € significativa (F,,,..z0 > Fuc P < 0,05) €
ndo hd evidéncias de falta de ajuste do modelo linear (F,; < F,,.,;
p > 0,05) (Tabela 1). Em vista dos resultados, pode-se sugerir que
as duas curvas analiticas apresentam linearidade na faixa de concen-
tragOes investigadas.

Normalmente, o critério de aceitagdo utilizado para verificar se o
método apresenta linearidade na faixa de concentra¢des investigada é
o coeficiente linear (r),>**° sendo recomendados valores de r > 0,99.
Neste trabalho, foram obtidos valores de r < 0,99 para as duas curvas
analiticas. Mas, por outro lado, a andlise dos resultados da regressdo
linear e do teste de falta de ajuste (Tabela 1) demonstrou que ambas
apresentam linearidade na faixa de concentragdes analisada. Embora
amplamente utilizado em estudos de validagdo, o coeficiente de
correlacdo linear ndo comprova a linearidade do método analitico
investigado como jd comprovado na literatura. Aratjo* demonstrou
para um método cromatografico que somente o cdlculo do coeficiente
linear ndo € suficiente para determinar a linearidade de um método
analitico, pois os valores de r > 0,99 mostraram falta de ajuste do
modelo linear apds a aplicagcdo da regressdo linear simples. As
diferencas podem ser explicadas pelo fato do coeficiente de corre-
lacdo linear descrever apenas o grau de associa¢@o entre a resposta
eletroanalitica e a concentracdo da espécie eletroativa, enquanto
que a andlise de regressdo linear permite estabelecer qual o modelo
estatistico mais adequado entre estas duas varidveis.** Um teste-f foi
aplicado aos resultados das duas curvas analiticas de 170-MT para
verificar a significancia dos coeficientes (intercepto e inclinagio) no
nivel de confianga de 95% (Tabela 1). A andlise do teste-f indicou
que os coeficientes linear e angular devem ser inseridos no modelo,
porque os valores de p sdo menores do que 0,05 e os valores de
t sd0 maiores que o valor de ¢ Assim, pode-se sugerir que

observado critico®

as duas curvas analiticas nio passam pela origem e os interceptos sio

Tabela 1. Dados da andlise de regressao linear no nivel de 95% de confianga para as curvas A e B na faixa de 1,0x10%a 2,31x107 mol L!

Regressao Teste de Falta de ajuste r R?
earessiio valor de p F, valor de p
0,9838 90,82 %
158,31 0,000 0,711
Curva A Coeficientes da Reta de Regressao b pservadoss Valor de p
Intercepto: 19,71 2,71 0,016
Inclinacao: 712,04 12,58 0,000
Equacao da curva de calibracao: 1,(nA) = 19,41 + 712,04 [MT] (uM)
Regressao Teste de Falta de ajuste r R?
earessio valor de p F, valor de p 0.8749 84.62 %
55,04 0,000 0,80 0,481
Curva B Coeficientes da Reta de Regressao 8 pservado™* Valor de p
Intercepto: 192,65 12,36 0,000
Inclinacao: 100,98 7,42 0,000

Equacao da curva de calibracao:

I, (nA) = 192,65 + 100,98 [MT] (uM)

Ed = o 3k = o sk -
Fcriticu (0,025; 1,16) — 4’49’ Fcriticv (0,025; 4,12) — 3’26’ tcn'tiul (0,025;16) — 2’12'
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significativos, portanto as equacdes devem ser representadas consi-
derando os coeficientes angular e linear (Tabela 1). Comparando-se
os coeficientes angulares das curvas de calibracdo observa-se que a
curva A (Figura 6-A) tem uma inclinagdo sete vezes maior do que
a curva B (Figura 6-B). Desta forma, pode-se concluir que a curva
A apresenta maior sensibilidade para a determinagdo do hormdnio
170-MT em dgua (Tabela 1) e, portanto, foi utilizada na quantificagdo
do mesmo nas amostras de dgua investigadas neste trabalho.

Limites de deteccio e de quantificacao

Como descrito anteriormente, a curva analitica compreendida
na faixa de concentra¢des de 1,0x10%a 2,31x107 mol L' (Curva
A, Figura 6-A) apresentou maior sensibilidade e foi utilizada para o
célculo dos limites de detec¢@o (LD) e de quantificag@o (LQ). Assim,
os valores de LD e de LQ para o hormonio 170-MT pelo método
voltamétrico proposto foram de 3,07 ug L' (1,02 x 10 mol L) e
10,78 ug L' (3,6 x 10* mol L"), respectivamente, no tempo de pré-
-concentragdo de 120 s.

Precisao

A precisao foi avaliada pelas estimativas de repetitividade e
precisao intermedidria. A repetitividade foi calculada a partir de
cinco medidas consecutivas de corrente de pico para uma adigdo de
170-MT de 1,96 x 107 mol L!. A média da corrente de pico entre
as medidas foi de 323,72 nA, e um desvio padrio de 9,22 nA. O co-
eficiente de variagio (CV) para a repetitividade foi igual a 2,85%, o
qual foi menor do que o maximo recomendado pela AOAC?** (7,2%)
na faixa de concentracio investigada. A estimativa de precisdo in-
termedidria foi calculada com base em andlises realizadas em cinco
dias consecutivos com corrente de pico média de 283,2 nA e o desvio
padrdo de 39,92 nA. O coeficiente de variacdo (CV) para a precisido
intermedidria foi de 14,10%. Os CVs para as estimativas de repetiti-
vidade e precisdo intermedidria foram considerados adequados pois,
de acordo com Ribani ez al. (2004),? para compostos em niveis traco
sdo aceitos CVs de até 20% considerando-se o grau de complexidade
da amostra. Portanto, o método voltamétrico apresenta boa precisao
para a determinac@o do 170-MT em amostras aquosas.

Exatidao

A exatiddao da metodologia voltamétrica foi avaliada por estudos
de recuperagao, por adi¢do de padrdo em amostras de dguas. As por-
centagens de recuperacdo do hormodnio adicionado em eletrélito puro
e em dgua de tanque de criacdo de peixes, a partir de curvas de adicio
de padrao foram de 100,4% e 108,7%, respectivamente. De acordo
com a AOAC (2002)* para comprovar que o método apresenta boa
exatidao sido recomendadas taxas de recuperacdo entre 80 a 115%,
para valores de concentragdo maiores que 10 ppm do analito. Desta
forma, pode-se sugerir que o método voltamétrico apresenta exatidao
adequada para a andlise do hormonio investigado neste trabalho.

CONCLUSAO

O método voltamétrico desenvolvido foi validado para a quan-
tificacdo do horménio 170-MT, em matrizes aquosas empregando
voltametria de onda quadrada, pois os parametros da validacdo
intralaboratorial (seletividade, linearidade, limites de detecc@o
e quantificac@o, precisdo e exatiddo) encontraram-se dentro dos
limites recomendados na literatura. A seletividade do método foi
avaliada em relag@o a presenca de substancias hiimicas e com base
na interferéncia da matriz. Finalmente, através de uma andlise por
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ESI-MS e ESI-MS/MS tanto do padrdo analitico do horménio 170-
MT quanto de amostras de dgua foi possivel confirmar a presenca do
composto. Portanto, constatou-se que o método voltamétrico pode
ser considerado seletivo. Uma andlise de regressdo linear mostrou
que as duas curvas analiticas do hormonio investigadas apresentam
boa linearidade, no entanto, a faixa linear de menor concentragao é
mais sensivel para a quantificacdo de 17a-MT. Em relagéo aos limites
de detecgdo e de quantificagdo, o método apresentou sensibilidade
analitica utilizando-se o tempo de pré-concentragdo relativamente
baixo, comparado ao método voltamétrico reportado na literatura
abordando a quantificagio de 170-MT. Este fato mostra a viablilidade
do uso da volametria de onda quadrada e do eletrodo de mercirio
em andlises de compostos organicos em niveis trago. Além disso,
com o eletrodo de mercurio, no modo HMDE foi possivel quantifi-
car com boa exatiddo e precisdo o hormonio 170-MT em amostras
aquosas. Adicionalmente, o método voltamétrico proposto destaca-se
em relagdo a rapidez e baixo custo, pois ndo necessita de etapas de
pré-tratamento para a concentra¢ao do analito, quando comparado a
outras técnicas adotadas na andlise do 170-MT.
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