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Aplicacoes

A partir dos testes de recuperagdo realizados nos ensaios de
validagdo, a capacidade seletiva dos métodos SSRTP foi indicada,
mostrando, em principio, que a correta dos parametros experimentais foi
correta. Assim, a etapa seguinte do trabalho foi a de concentrar esforgos
na viabilizacdo da aplicagcdo desses métodos nas amostras de bilis de
peixe e de aguardente de cana (cachaca). No caso especifico do pireno,
uma reavaliacdo da condicdo experimental a ser empregada foi feita.
Esse ajuste consistiu na eliminagcdo do tratamento prévio com UV do
procedimento experimental, motivada pelo receio de que esse processo
em meio béasico pudesse comprometer o procedimento pela falta de
controle na geracao de foto-derivados de componentes da matriz da bilis.
A exclusao do tratamento UV reduz sinal forsforescente do pireno medido
no papel (redugéo em torno de 50%), no entanto, como j& mencionado, os
comprimentos de onda maximos de excitagdo e de emissao assim como
os formatos das bandas do pireno ndo sdo alterados. Esse tipo de
comportamento leva a crer que o ganho de sinal observado em papel ndo
seria proveniente de uma alteragcao quimica da estrutura do HPA, mas sim
proveniente de uma alteracdo da propriedade do solvente etandlico em
meio basico que favoreceu o sinal do pireno na presenca de Pb(ll)
quando da deposi¢cado no substrato sélido. Essa teoria foi corroborada por
resultados de um estudo que mostrou que eliminagdo do tratamento UV
nao provoca maiores alteracbes no ajuste das outras condi¢coes

experimentais para indugédo de fosforescéncia do pireno.
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6.1.
Bilis de peixe

6.1.1.
Determinacao de criseno e de pireno em bilis fortificada

Estudos foram realizados em amostras de bilis de peixes
provenientes, em principio, de uma éarea livre de contaminagao e por isso
denominada “area de controle”. Nesse estudo foram usadas amostras de
bilis fresca, e amostras de bilis armazenadas em congelador. Para tal, as
amostras viscosas de bilis foram dissolvidas em etanol para em seguida
serem fortificadas com quantidades conhecidas de criseno e de pireno
(concentragdo final de 5 x 10° mol L™"). O primeiro procedimento testado
foi a diluicao da bilis em um fator de 1:10 com etanol/agua 50:50 v/v (1 mL
de bilis para 10 mL de solugéo). Nesse caso, um efeito de matriz eliminou
o sinal fosforescente dos HPA. Esse efeito de matriz pode ser explicado
pela ligeira contribuicdo da bilis na regido de absorcado do criseno e do
pireno (Figuras 59 e 60 respectivamente).
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Figura 59 : Espectro de absor¢éo do pireno na auséncia e na presenca de bilis.
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Bilis +Criseno
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Figura 60 : Espectro de absorgao do criseno na auséncia e presenca de bilis.

Para tentar minimizar essa interferéncia, dois procedimentos foram
testados: (i) clarificagdo de amostra com adicdo de 1 g de sulfato de
amoénio para precipitar parte do conteudo protéico; e (ii) passagem da
amostra por coluna C18. Nenhum dos casos resultou em sucesso. A partir
desses testes, testou-se a diluicdo da amostra de modo a minimizar a
contribuicdo da matriz no substrato. Esse procedimento tem o
inconveniente de reduzir a quantidade de analito a ser mensurado no
substrato, porém a capacidade de deteccdo do método pode compensar
isso. Dos varios fatores de diluicao testados (fatores de 1:50; 1:100; 1:250
e 1:1000), verificou-se ainda efeito de matriz. As amostras de bilis
apresentaram uma variedade muito grande de cores e de turvagao,
trazendo a tona a possibilidade desse material estar causando problemas
nas medicoes em papel, pois apds a secagem, o substrato mantinha a
coloragao original da bilis no local onde a amostra era adicionada. Por
causa disso, as amostras de bilis foram passadas por um cartucho de
silica, que reteve a parte colorida da matriz, resultando em amostras mais
limpidas e homogéneas independente da coloragdo original da bilis.
Testes preliminares indicaram que os dois HPA nao eram retidos na
coluna.

O resultado desse processo foi a viabilizagdo da quantificagdo do
criseno e do pireno, sendo que o procedimento considerado mais
satisfatério foi o de diluicdo da bilis por um fator de 1:50 (0,2 mL de bilis
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para 10 mL de solugdo) seguida da passagem desse material em
cartucho de silica (tamanho médio de particula de 0,45 um). Nesse caso,
um efeito de matriz ainda foi observado com a diminuig&o relativa do sinal
dos HPA em relagdo ao obtido a partir de um padrdo aquoso de mesma
concentracado (diminuicdo de 45%), logo o procedimento de adicdo de
analito foi adotado. Assim, toda a curva de adigdo teve que ser passada
nas colunas de silica.

Espectros de varredura sincronizada de criseno e de pireno em bilis
com os respectivos brancos de encontra-se na Figura 61. O sinal de fundo
da bilis no caso do criseno é caracterisitico da amostra e relativamente

constante para todas as amostras de bilis testadas.
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Figura 61: Varredura sincronizada de bilis e bilis fortificada (A) criseno (53 ng) na
presenca de SDS e AgNO; e (B) pireno (53 ng) na presencga de Pb(NOs), e solugao
carreadora em meio basico.
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Testes de recuperagdo analitica foram feitos em amostras de bilis da
area de controle fortificadas com criseno e com pireno. Os resultados de
tendéncia foram expressos em percentual (valor medido, normalmente a
média de cinco replicatas dividida pelo valor esperado x 100). Os
resultados obtidos foram de 94 + 19% para criseno e de 103 = 18% para o
pireno.

As Figuras 62 e 63 ilustram as ultimas curvas de adigdo de criseno e
pireno, respectivamente em bilis com interpolagdo dos seis valores do

teste de recuperacao realizado.
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Figura 62: Percentual de criseno recuperado na curva de adi¢céo de analito.
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Figura 63: Percentual de pireno recuperado na curva de adigéo de analito.

6.1.2.
Aplicacdao do método SSRTP em estudo de homogeneidade de um
“pool” de bilis

O método SSRTP para criseno foi usado em um estudo de
homogeneidade de um pool de amostras de bilis de peixe. Em geral, um
conjunto de bilis, de varios peixes coletados, em uma regidao especifica
pode ser misturada para servir de amostra para caracterizagdo da
contaminacdo ou ndo da regidao. Para tal, se faz necessaria a certificacao
de lotes coletados de bilis de peixe, extraida da Tainha, espécie Mugi liza,
para demonstrar que as unidades deste lote s&o suficientemente
homogeéneas entre si (conforme descricdo da ISO GUIDE 35:2006).

Em teoria, um material € perfeitamente homogéneo em relagdo a uma
determinada propriedade, se nao existir qualquer diferenca significativa
entre os valores desta propriedade nas diferentes partes do material. No
entanto, na pratica, um material € considerado homogéneo em relacéao a
uma determinada propriedade, se a diferenca entre os valores desta
propriedade entre as diferentes porcdées do material € desprezivel se
comparada com uma das componentes de incerteza do material como um

todo.
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Se a matriz em questdo é uma solugao ou um material aparentemente
puro, o estudo de homogeneidade é necessario para comprovar a
homogeneidade e para detectar possiveis falhas no processo de
preparagao (no caso, a preparagao do “pool” de bilis). Mas se a matriz em
questao for heterogénea, o estudo de homogeneidade € necessario para
estimar o grau de ndo-homogeneidade.

A 1SO Guide 35:2006%% nao estabelece um nUmero minimo de
amostras (no caso do pool de bilis) para um estudo de homogeneidade. O
guia recomenda que este numero seja entre 10 e 30, mas nao menor do
que 10. No entanto, a norma também ressalta que o niumero de amostras
escolhidas para o estudo de homogeneidade depende do tamanho de
lote, devendo ser representativo de todo o lote, considerando a
abordagem estatistica a ser utilizada.

As amostras para este estudo foram coletadas na Baia da Guanabara,
em area supostamente contaminada — Magé no estado do Rio de Janeiro.
Neste trabalho, foram realizadas 10 medi¢cdes em bilis de peixes distintos
e 10 medicbes em “pool” de bilis (totalizando a mistura de bilis de 80
peixes). Essa mistura foi realizada seguindo as etapas de extracdo da
bilis descrita no Capitulo 2, seguido de transferéncia do material para tubo
plastico de formato cénico com tampa. Esse material foi agitado para
homogeneizagao em aparelho tipo “Vortex” por alguns minutos, e em
seguida pequenas porcoes desse pool foram transferidas, com auxilio de
micropipetas, para frascos para posterior analise e/ou armazenamento,
conforme descrito na programacao dos testes (Anexo 4).

Como tratamento estatistico foi adotado o de comparacao de médias,
conforme descrito e realizado Capitulo 4. A Tabela 39 mostra o teste
estatistico aplicado para determinagdo de criseno (mol L) em bilis de
peixe em amostras individuais e no pool. Notou-se que os valores
encontrados nao apresentam diferenga significativa para um nivel de
too75, N0 entanto é visivel que o valor do desvio padrado referente as
amostras individuais € maior, 0 que pode ser justificado pelo uso de
amostras biologicas de individuos distintos, cujo metabolismo difere de
um para outro. Embora o desvio padrao referente ao “pool” tenha sido

menor, constatou-se que as replicatas ndo estavam bem homogéneas
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(valores encontrados entre 0,27 x 10° ¢ 2,10 x 10° mol L), o que pode

ter ocorrido devido talvez ao incorreto sistema de homogeneizagéo.

Tabela 39: Teste de comparagdo de médias entre amostras individuais de bilis e do pool
de amostras de bilis.

[Criseno] mol L™ na bilis de peixe

Replicatas Individual “Pool”
1 1,41 x10° 2,10x 10°
2 0,31 x 10° 0,87 x 10°
3 0,56 x 10° 1,51 x 10°
4 2,44x10° 1,61x10°
5 0,74 x 10° 1,53 x 107
6 0,60 x 10° 1,62 x 10°
7 1,66 x 10° 0,27 x 10°
8 2,25 x 107 1,20 x 10°
9 0,03x10° 1,99 x 10°
10 2,51 x10° 0,78x 10°
Média 1,25 x 10° 1,54 x 10°
Desvio padrio 9,24 x 10° 3,95x 10°
n° de replicatas
(n) 10 10
Desvio  padrao
combinado 1,40x 10"
Uhomog
(incerteza referente a
Sy 2,79x10° homogeneizag&o)
to 0,250
tiabelado (GL=18) 2,101
6.1.3.

Aplicacao do método SSRTP em estudo de estabilidade da bilis

Assim como a avaliacao de homogeneidade, o estudo de estabilidade
€ de extrema importancia e tem como objetivo determinar o grau de
instabilidade de um material candidato a ser um material de referéncia ou

confirmar a estabilidade de um material fresco a ser analisado (conforme
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descrito na 1ISO GUIDE 35:2006).> Mesmo um material considerado
estavel pode apresentar instabilidade para uma ou mais propriedades. Os
estudos de estabilidades podem ser de curta e longa duragéo, também
conhecidos como isécrono e classico, respectivamente. Na Tabela 40 &

feita brevemente uma comparacao desses dois testes.

Tabela 40: Comparagao de caracteristicas

classico.

entre os testes de estabilidade is6crono e

Curta duracgao (is6crono)

Longa duracao (classico)

Temperatura de referéncia e em diferentes
temperaturas: estima-se o efeito de
diferentes condi¢des de temperatura sobre
o material.

Temperatura de referéncia: temperatura na
qual o material é considerado estavel.

A temperatura de armazenamento torna-se
fundamental para o bom andamento do
teste.

Amostras individuais sdo preparadas ao
mesmo tempo (mesma batelada), sob
condigdes idénticas, e as medigbes sao
realizadas no mesmo experimento em

Amostras individuais sdo preparadas ao
mesmo tempo (mesma batelada), sob
condigcdes idénticas, sendo medidas em
tempos separados.

“uma Uanica corrida”, ou seja, usando a

mesma calibracao.

Medigcdes sob condigbes de repetitividade. | Medigdes sao realizadas sob condigbes de
reprodutibilidade.

Em geral conduz a incertezas inferiores | Incerteza elevada, pois a instabilidade do
daquelas do planejamento classico, pois a | sistema contribui para o aumento da
instabilidade = do  sistema ndo  é | incerteza.

preponderante para a incerteza.

Neste trabalho foi realizado o estudo de estabilidade is6crono com
temperaturas distintas de armazenamento, entre elas: geladeira (6 a
10°C), freezer a -20°C e em freezer a -80°C. Esse estudo teve duragao de
15 dias, conforme planejamento com a programacao dos testes indicado
no Anexo 7.

O tratamento estatistico utilizado foi o de andlise de variancia
(ANOVA) em cada temperatura de armazenamento. Para realizar esse
tratamento utilizou-se o programa Excel e seguiram-se as etapas:
ferramentas\analise de dados\regressao, inserindo os dados referentes as

concentragdes de criseno em fungdo do intervalo de dados referente ao
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periodo de teste (0 a 15 dias), escolhendo, em seguida, o parametro
“nivel de confianga”. Os resultados gerados mostrados na Tabela 41 e na
Tabela 42 indicaram duas situagdes: (i) a primeira situagdo (condigéo de
armazenamento = geladeira) mostrou que os resultados encontrados
(1,56 x 10°; 1,58 x 10; 1,33 x 10° e 1,60 x 10 mol L") encontram-se
dentro do intervalo de confianga, com os valores encontrados nao
possuindo diferencas significativas; e (i) na segunda situacao (condicao
de armazenamento = freezer a -20°C), os resultados (1,42 x 10”°; 1,84 x
10°; 1,63 x 10° e 1,10 x 10° mol L") indicaram que a condicdo ndo
atende ao intervalo de 95% de confianca, o que impde duvidas quanto ao
uso dessa condicdo de armazenamento. Vale ressaltar que esse
tratamento estatistico é utilizado em estudos de estabilidade de MRC, o
que o torna muito rigoroso. No entanto, o resultado obtido por SSRTP
encontra-se dentro da faixa de incerteza calculada neste trabalho, o que
estabeleceu, no momento, que o processo de armazenamento em
congelador fosse reavaliado antes de ser condenado.

Quanto a condicdo de armazenamento de freezer (-80°C), ndo foi
possivel realizar um tratamento de dados, pois, conforme programagoes,
sO tinham amostras referentes ha dois dias, muito embora os valores

(1,34 x 10° e 1,34 x 10”° mol L") estivessem aparentemente semelhantes.

Tabela 41 Resultados do tratamento estatistico do teste de estabilidade em geladeira.

RESUMO DOS RESULTADOS - Geladeira

Estatistica de regressédo

R mdltiplo 0,06358246
R-Quadrado 0,004042729
R-quadrado ajustado  -0,493935906
Erro padréo 1,52234E-06
Observagdes 4
ANOVA
el SQ MQ F F de significagdo

Regressao 1 1,88143E-14 1,88143E-14 0,008118279 0,93641754
Residuo 2 4,63505E-12 2,31753E-12
Total 3 4,65387E-12

Coeficientes __Erro padrao Stat t valor-P 95% inferiores _ 95% superiores _Inferior 95,0% _Superior 95,0%
Intersegdo 1,5259E-05 1,07277E-06 14,22393809 0,004906309 1,06432E-05 1,98747E-05  1,06432E-05 1,98747E-05
Variavel X 1 -1,13519E-08  1,2599E-07 -0,09010149  0,93641754 -5,53443E-07 5,30739E-07  -5,53443E-07 5,30739E-07

Uestab. 1,89E-06 mmol L-1
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Tabela 42: Resultados do tratamento estatistico do teste de estabilidade em freezer -
20°C

RESUMO DOS RESULTADOS - Freezer -20°C

Estatistica de regressao

R multiplo 0,686662384
R-Quadrado 0,47150523
R-quadrado ajustado ~ 0,207257844
Erro padréo 2,81232E-06
Observacoes 4
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacdo

Regresséo 1 1,41126E-11 1,41126E-11_ 0,313337615
Residuo 2 1,58183E-11  7,90916E-12
Total 3  2,99309E-11

Coeficientes ___Erro padrdo Statt valor-P 95% inferiores __95% superiores _Inferior 95,0% _Superior 95,0%
Intersecéo 1,68427E-05 1,98179E-06 8,498752419 0,01356385 8,31578E-06 2,53697E-05  8,31578E-06 2,53697E-05
Varidvel X 1 -3,10904E-07  2,32749E-07 -1,335789138 0,313337615 -1,31235E-06 6,90537E-07  -1,31235E-06 6,90537E-07
Uestab. 3,49E-06

Da mesma forma, conforme ISO GUIDE 35:2006, a incerteza de
medicao de um material (ou MRC) é estimada a partir da combinacao das
fontes de incerteza inerentes a caracterizacdo, a homogeneidade, ao
armazenamento e ao transporte do material, como pode ser visualizado

na equagao 20:

U =k X u

c

U = k\/uzcamc. @ uzhomog. @ uztmnsp @ uzarmaz. (20)

“U” é a incerteza expandida; “K”, fator de abrangéncia; “u.”, incerteza
padrao combinada da propriedade certificada; “tPsaac”, incerteza inerente
a caracterizagao; “Unomog. incerteza inerente & homogeneidade; “Uransp.”,
incerteza inerente ao transporte (estabilidade) e “tPamaz”, incerteza
inerente ao armazenamento (estabilidade).

A incerteza inerente a estabilidade foi estimada considerando o erro
padrdo (1,27 x 107 mol L") multiplicado pelo tempo de teste (15 dias).

Para as fontes inerentes a caracterizagdo, homogeneidade e
estabilidade (armazenamento) foram encontradas as incertezas: Ucaract. de
3,95 x 10® mol L™ ( desvio padrao referente ao “pool” de dez amostras de
bilis no estudo de homogeneidade), Unomog. de 2,79 X 10° e Uamaz, de 1,89
x 10® mol L. A incerteza expandida (U) calculada foi de 5,64 x 10”° mol
L, equivalente a 64 ng de criseno (incerteza referente a massa efetiva
depositada no papel (5uL)).
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Verificou-se com os resultados obtidos que a incerteza referente a
homogeneidade é a mais relevante do processo. Testes futuros de
homogeneizacdo das amostras estdo previstos para otimizar e minimizar
o0 valor de unomog. €ncontrado. Provavelmente o tempo e/ou procedimento

utilizados nao foram suficientes para uma completa homogeneizagao.

6.2.
Cachaca

Os trabalhos com cachaga se iniciaram com estudos para se verificar
as presengcas de pireno e de criseno originalmente em amostras
comerciais de cinco fabricantes diferentes, sendo quatro delas industriais
e uma delas uma “cachaca organica”. Nesses casos, as amostras de
cachaca foram diretamente adicionados no substrato de papel ou
depositadas no substrato apds diluigdo 1:1 v/v com agua (no caso do
método para o criseno) ou com agua e solucao de NaOH para se atingir o
pH 12 necessario para o uso do método escolhido no caso do pireno.
Como resultado, pireno e criseno nao foram encontrados em nenhuma
das cachacas.

A fim de testar os métodos na matriz de cachacga, por meio de testes
de recuperacdo, amostras simuladas foram entdo preparadas usando o
enriquecimento das cachagas com micro-adigdes de solugdo etandlica
dos dois HPA. Em um primeiro momento foi preciso verificar se a matriz
da amostra de cachaga causava alguma interferéncia nao-espectral,
atenuando a fosforescéncia dos HPA, o que explicaria os resultados
obtidos com as amostras originais de cachaga. Curvas analiticas foram
feitas a partir de solugdes-padrao dos analitos em etanol/agua 50/50 v/v
(ajustada para pH 12 no caso do pireno) e com amostras de cachacga
enriquecidas com concentragées conhecidas dos analitos. O mesmo fator
de diluicdo com agua ou com solucdo de NaOH foram feitas para a
cachaca. Depois de tragadas as curvas, ilustradas na Figura 64 no caso
do estudo com criseno, um estudo de comparagao de médias foi realizado
para verificacdo da equivaléncia dos resultados obtidos com as duas

curvas. Os valores de sinal fosforescente de amostras fortificadas foram
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interpolados nas curvas com e sem adicdo de matriz e os resultados
encontrados para um nivel de tpg75 foram satisfatorios (to encontrado
menor do que t tabelado(gi=10)) COMO pode ser constatado na Tabela 43,
confirmando assim a hipotese de que para esse tipo de matriz ndo se faz
necessario o uso de curvas de adi¢ao de analito. Resultados semelhantes
foram obtidos para o pireno. Espectros de SSRTP no modo de varredura
sincronizada para o criseno e para o pireno obtidos em cachaca sao

mostrados na Figura 65.
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Figura 64: Curvas analiticas de criseno na presenga e auséncia de cachaca
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Tabela 43: Teste de comparagao de médias entre duas curvas: com e sem a matriz “cachaga”

Valores medidos em [Criseno] mol L™
pela interpolagdo nas curvas

Replicatas Com cachaga Sem cachaga
1 5,98 x 10° 5,45 x 10°
2 6,25 x 10° 5,77 x 10°
3 4,23x10° 3,38 x 10°
4 5,16 x 10° 4,48 x10°
5 6,19 x 10° 5,69 x 10°
6 5,40 x 10° 4,76 x 10°
Média 5,54 x 10° 4,92 x10°
Desvpad 7,74 x 107 9,14 x 107
n°de replicatas(n) 6 6
Desvpadcomb. 9,78 x 107
S, 2,0x10°
to 0,578
trabelado (GL = 10) 2,228



DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0220928/CA


PUC-RiIo - Certificacéo Digital N° 0220928/CA

169

1979

" A Criseno + cachaca

Intensidade de sinal fosforescente u.a.

Comprimento de onda (nm)

B8 &5 & 8 8 8 & 8

ol
i

~4  Pireno + cachaca

2200 20 300 3 320 330 0 uss

Comprimento de onda (nm)

Intensidade de sinal fosforescente u.a.

Figura 65: Espectros SSRTP em modo sincronizado para (A) cachaga fortificada com
criseno e (B) cachaga fortificada com pireno. Em ambos os casos a fortificacao de HPA
em cachaca foi equivalente a5 x 10° mol L™.

Testes de recuperacéo foram realizados com as amostras fortificadas
de cachaga usando SSRTP e HPLC com detecgao fluorimétrica. Como
recuperacao analitica (Tabela 44), os resultados de tendéncia foram
expressos em percentual (média de seis replicatas) tomando como
referéncia a concentragao teorica de pireno e de criseno na cachaca (1 x
10° mol LY.

Tabela 44 : Recuperagdes de criseno e pireno em cachaga enriquecida.

Técnica analitica

Analito SSRTP HPLC-F

Criseno 109 + 18% 104 +13%

Pireno 108 + 20% 102 £ 15%
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