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3
Parte experimental

3.1.
Material

- micropipetadora automatica de 10 a 100 pL

- micropipetadora automatica de 100 a 1000 pL

- frasco eppendorf de 2 mL

- suporte para frascos eppendorf

- seringa BD de 3 mL

- microsseringa de 100 uL

- bal6es volumétricos

- unidades filtrantes de nylon 0,45 pm de poro e di@metro de 13 mm
Millipore

- cubetas de quartzo de 1 cm, de 4 faces polidas

3.2.
Reagentes

- agua Milli-Q

- acetonitrila grau HPLC/Spectro JT Baker, Alemanha

- etanol grau HPLC, Merck, Alemanha

- enzima beta-glucoronidase aril-sulfatase (30 U mL™" — 60 U mL™"), Merck,
Alemanha

- padrao de 1-hidroxipireno (100 + 4 %) AccuStandard, Estados Unidos

3.3.
Instrumentacao e equipamentos

- sistema cromatografico liquido de alta eficiéncia Perkin Elmer Series 200,
com detector de fluorescéncia, utilizando os parametros descritos no
Quadro 1

- espectrofluorimetro Perkin Elmer LS 45 Luminescence Spectrometer

- centrifuga refrigerada IEC Centra MP4R
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- banho-maria Quilmis Q-304-160
- balanga analitica Mettler Toledo AT261 Delta Range

Quadro 1-Parametros operacionais do HPLC.

Parametro Descricao
Bomba Bomba para cromatografia a liquido Perkin Elmer
Series 200
Detector Detector de fluorescéncia Perkin Elmer Series

200a com lampada de Xendnio

Coluna Coluna Perkin Elmer para HPLC C18, 150 x 4,6
mm, 5 pm

Fase movel e composicdo | Acetonitrila:agua, 70:30

Tempo de corrida 5 minutos
Fluxo 1 mL min”
Volume de injecao 20 uL
3.4.

Metodologia

Como nado estavam disponiveis Materiais de Referéncia Certificados
(MRC) de bilis de peixe nem matriz de bilis de peixe sem contaminacéo durante
a elaboracao deste trabalho, optou-se por utilizar a propria matriz de amostras
contaminadas para obtencao de alguns dos parametros de mérito necessarios
para a validacdo do método. Assim, para otimizacao e validacao da metodologia
proposta, foram utilizadas amostras de bilis de peixe da espécie Mugil liza,
espécie escolhida por ser bastante encontrada e por ja ter sido estudada com
sucesso em trabalhos anteriores (Neves, 2006) do Laboratério de Estudos
Ambientais. Os individuos foram coletados na Praia de Ipiranga, Magé, Rio de
Janeiro, RJ, considerada uma area com histérico de contaminagao por petroleo.

3.4.1.
Coleta dos peixes e extracao da bilis

Os peixes foram coletados e levados, em isopor com gelo, para o
Laboratério de Estudos Ambientais da Pontificia Universidade Catdlica do Rio de
Janeiro.

Assim que chegaram ao laboratério, os peixes foram abertos pelo poro
urogenital (Figura 9). Apods localizagdo da vesicula biliar (Figura 10), as bilis
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foram extraidas com a utilizacdo de uma seringa (Figura 11) e armazenadas em
frasco ependorf (Figura 12), na geladeira, a 4°C, até que fosse promovida a
hidrélise das mesmas para posterior analise.

Figura 10-Localizagdo da vesicula biliar.
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Figura 11-Retirada da bilis com auxilio de seringa.

Figura 12-Bilis armazenada em ependorff.

Os volumes de bilis coletados ficaram, na maioria dos casos, entre 1 mL e
2 mL. A cor do liquido biliar variou bastante, devido as diferengas de status
alimentar entre os individuos, apresentando, principalmente, coloragdes
castanha, verde, verde musgo e amarelada.
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3.4.2.
Espectroscopia de fluorescéncia molecular

3.4.21.
Determinacao dos comprimentos de onda de excitacao e emissao

Para determinacdo dos comprimentos de onda de excitacdo e emissao foi
feito um espectro de varredura do 1-hidroxipireno em espectrofluorimetro e foi
determinado o melhor par de comprimentos de onda de excitagdo/emisséo para
este metabdlito.

3.4.2.2.
Curva analitica no espectrofluorimetro

As curvas analiticas foram feitas a partir solugbes-estoque independentes,
pesando-se aproximadamente um miligrama de padrdo de 1-hidroxipireno para
cada solugdo em balanca analitica. Esta massa foi solubilizada em etanol e
avolumada a 100 mL em baldo volumétrico com etanol 48%, proporgcéao
otimizada em trabalhos anteriores do Laboratério de Estudos Ambientais (Neves,
2006). A partir das solucdes-estoque, foram preparadas solugbes diluidas de
concentragdes na faixa de 1, 2, 4, 8 e 12 ng mL". Cada solucdo foi lida em
espectrofluorimetro, com excitagdo em 345 nm e emissdo em 387 nm, par de

comprimentos de onda de excitacao e emissao otimizado no item anterior.

A escolha desta faixa de trabalho se deve ao fato de que trabalho anterior
desenvolvido no Laboratério de Estudos Ambientais (Neves, 2006) cita que
todas as amostras analisadas apresentaram concentracdo nesta faixa, em

equivalentes de pireno.

3.4.2.3.
Analise das amostras de bilis no espectrofluorimetro

As amostras de bilis foram analisadas de duas maneiras:

i. apenas diluidas na proporcdo de 1:2000 com etanol 48% - trabalhos
anteriores indicam, para determinagdo de metabdlitos de HPA por fluorescéncia,
diluicdo com etanol 48% na proporcao de 1:1000 (Vuontisjarvi, 2004). Porém, em
trabalho prévio desenvolvido no Laboratério de Estudos Ambientais (Neves,
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2006), foi observado que a proporgao de 1:2000 minimizava os efeitos de matriz.
Decidiu-se, entéao, continuar utilizando a mesma proporgao.

ii. hidrolisada — como a Literatura reporta diversas metodologias para
hidrélise das amostras de bilis de peixe — algumas, inclusive, bastante parecidas
— foi escolhido um procedimento que pudesse ser facilmente aplicavel ao
Laboratério de Estudos Ambientais, ou seja, uma metodologia cujos
equipamentos e reagentes ja estivessem disponiveis no laboratério ou
pudessem ser facilmente adquiridos. Além disso, tentou-se escolher uma
metodologia que nao consumisse muito tempo e ndo gerasse muito residuo. Por
conta destes fatores, decidiu-se utilizar a metodologia descrita por Ariese e
colaboradores (1997), que consistiu dos seguintes passos:

- foram adicionados 10 yL da enzima B-glucoronidase/arilsulfatase e 480 uL de
agua a 10 uL de bilis;

- as amostras foram incubadas por duas horas a 37 °C;

- foram adicionados 500 pL de etanol;

- a mistura foi centrifugada a 3000 rpm por trés minutos a 4 °C;

- 0 sobrenadante foi filtrado por seringa contendo unidade filtrante de nylon 0,45
pMm de poro e diametro de 13 mm;

- 0 sobrenadante foi entdao diluido com etanol 48 % para que ficasse com
proporgao final de 1:2000.

Tanto as amostras de bilis s6 diluidas quanto as hidrolisadas foram
analisadas por fluorescéncia com o par de comprimentos de onda de
excitacao/emissao 345/387 nm.

3.4.3.
Cromatografia a liquido de alta eficiéncia

3.4.3.1.
Escolha da fase mével

A Literatura reporta principalmente a utilizacdo de dois conjuntos de
solventes como fase mével para andlise de metabdlitos de HPA por HPLC.
Pikkarainen (2006), Richardson e colaboradores (2001), Ariese e colaboradores
(1993 e 1997) e Vuontisjarvi e colaboradores (2004) utilizaram acetonitrila/agua.
Ja Ruddock e colaboradores (2002 e 2003), Lin e colaboradores (1996), Silva e
colaboradores (2006), Krahn e colaboradores (1984 e 1986) utilizaram
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metanol/agua. Assim, apesar de a metodologia utilizada para hidrélise e andlise
das amostras de bilis de peixe por HPLC (Ariese et al, 1997) indicar o uso de
acetonitrila/agua, decidiu-se testar também a utilizagdo de metanol/agua como
fase moével. Ambas as fases foram testadas utilizando-se a proporgao isocratica
de 70/30 solvente organico/agua.

3.4.3.2.
Escolha do solvente para solubilizacao do padrao

A metodologia utilizada para hidrélise e andlise das amostras de bilis de
peixe por HPLC (Ariese et al, 1997) indica o uso de acetonitrila com &cido
ascérbico para dissolucdo do padrao do 1-hidroxipireno para obtencdo da curva
analitica. Mesmo assim, foram testados também diferentes solventes para
solubilizagdo do padrdo: etanol, metanol, acetonitrila e acetonitrila com acido
ascérbico.

Apos escolha do solvente a ser utilizado para solubilizagédo do padrao, foi
testado se as diluicoes para obtencdo das concentracdes a serem utilizadas para
confecgdo da curva analitica deveriam ser feitas com 100% de solvente organico
ou se poderiam ser feitas utilizando-se uma mistura de solvente organico:agua, a
fim de diminuir os custos da analise. Testou-se, entdo, a diluicdo da solugao-
estoque de 1-hidroxipireno com 100% de acetonitrila e com uma mistura de
acetonitrila/agua, na proporcao de 48/52.

3.4.3.3.
Escolha da programacao de eluicao

A referéncia escolhida para o desenvolvimento deste trabalho (Ariese,
1997) indica duas diferentes programacgdes para separagcdo e detec¢do dos
metabdlitos de HPA em bilis de peixe hidrolisada. A primeira programacgao, que
esta demonstrada na Tabela 5, € uma programacéo rapida e deve ser utilizada
para analises mais rotineiras. A segunda programacao, demonstrada na Tabela
6, tem tempo de corrida maior e é recomendada quando for desejada a
identificacao de metabdlitos minoritarios.
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Tabela 5-Programagéo curta para andlise de metabdlitos de HPA.

Tempo (min) Agua (%) Acetonitrila (%)
0 35 65
5 30 70
15 0 100

Tabela 6-Programagéao longa para analise de metabolitos de HPA.

Tempo (min) Agua (%) Acetonitrila (%)
0 45 55
5 45 55
25 0 100
40 0 100

Além destas duas programagodes, foram testadas também trés diferentes
proporgdes de acetonitrila/agua em eluigao isocratica: 90/10, 50/50 e 70/30.
Apesar de a eluicdo com gradiente geralmente diminuir o tempo da
programagao, sem sacrificar a resolugéo dos picos, otimizando a eficiéncia da
separacao, a programacao isocratica também pode ser satisfatéria, por causar
pouca variagao na pressao da bomba, ja que ndao ocorre mudanga na proporgao
dos solventes, causando pouca alteragcdo nos tempos de retencdo dos
compostos.

Para escolha do gradiente de eluicdo, foram injetadas amostras contendo
uma mistura de cinco HPA (naftaleno, fenantreno, pireno, 1-hidroxipireno e
criseno), nas diferentes programagoes.

3.4.3.4.
Curva analitica no HPLC

As curvas analiticas foram feitas a partir de solugdes-estoque
independentes, pesando-se aproximadamente um grama de padrdo de 1-
hidroxipireno para cada solugdo em balanga analitica. Esta massa foi
solubilizada em acetonitrila e avolumada a 100 mL em baldo volumétrico. A partir
das solugbes-estoque, foram preparadas solugbes diluidas de concentracoes
0,2; 1; 4; 12 e 20 ng mL™". As solucdes foram filtradas em unidades filtrantes e
injetadas no cromatégrafo a liquido com o par de comprimentos de onda de
excitacao/emissao de 345/387 nm.
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3.4.3.5.
Analise das amostras de bilis no HPLC

Para andlise das amostras de bilis, o procedimento utilizado para a
hidrélise foi o0 mesmo explicitado no item 3.4.2.3, baseado na metodologia
descrita por Ariese e colaboradores (1997). A Unica diferenga foi que, para
analise por HPLC, o sobrenadante obtido ao final do procedimento nao foi
diluido, e sim, injetado diretamente no cromatégrafo a liquido.

As amostras e padrdes foram analisados por cromatografia a liquido de
alta eficiéncia, com os parametros listados no Quadro 2 e comprimentos de onda
de emisséo e excitacao de 345/387 nm.

Quadro 2-Parametros operacionais do HPLC.

Parametro Descricao
Bomba Bomba para cromatografia a liquido Perkin Elmer
Series 200
Detector Detector de fluorescéncia Perkin Elmer Series

200a com lampada de Xendnio

Coluna Coluna Perkin Elmer para HPLC C18, 150 x 4,6

mm, 5 um

Fase movel e composicdo | Acetonitrila:agua, 70:30

Tempo de corrida 5 minutos
Fluxo 1 mL min”
Volume de injecédo 20 yL
3.4.4.

Parametros de validacao dos métodos

Os parametros de validagdo dos métodos discutidos nesta dissertacao
foram calculados de acordo com o documento orientativo “Orientagao sobre
validacdo de métodos de ensaios quimicos” do INMETRO, exceto os itens
linearidade, limite de detecgéo e limite de quantificagao.

As curvas analiticas obtidas para o 1-hidroxipireno por fluorescéncia,
representada na Figura 15 (ltem 4.1.2), e por HPLC, representada na Figura
(Item 4.2.4) foram utilizadas para determinagdo dos parametros referentes a
validagcao de cada método citados nos itens a seguir.
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3.4.4.1.
Linearidade

Neste trabalho, foi feita a analise de varincia para o ajuste, pelo método
dos minimos quadrados, de um modelo linear (Freitas, 2003), utilizando-se o
software Minitab 15 English.

3.4.4.2.
Faixa de trabalho

A faixa de trabalho foi determinada como o intervalo que compreende os
valores entre o limite de deteccdo do método e o maior valor de concentracao
utilizado para a construgdo da curva analitica, para cada método.

3.4.4.3.
Sensibilidade

A sensibilidade é dada pela inclinacdo da reta de regressao de calibracéo,

conforme a equacgao abaixo:

—dx
S= AC’ onde

- S é a sensibilidade (inclinacao da reta);
- dx é a variagao da resposta;
- dC é a variagao da concentracéo.

3.444.
Limite de deteccao

Existem varias maneiras de se calcular o limite de detecgdo. A maioria das
metodologias para sua determinacdo implica na utilizacdo de brancos de
amostras. Como em HPLC nao existem picos em amostras em branco, nao é
possivel o céalculo de areas, médias e desvios-padrdo, que seriam necessarios
para o calculo do limite de quantificacdo utilizando brancos de amostras.
Portanto, para a metodologia utilizando HPLC, optou-se por analisar padrdées do
composto de estudo em concentragbes cada vez menores, até que nao se
conseguisse mais visualizar o pico correspondente em seu tempo de retencao.
Ja para a técnica fluorimétrica, escolheu-se uma metodologia baseada nos
parametros da curva analitica (Ribani, 2004), dada pela equacéo abaixo:
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3*s

LD = , onde:

- s é a estimativa do desvio-padrdo da equacgao da linha de regressao,
dada pelo valor do erro padrao obtido na estatistica de regressao;
- S é ainclinagdo da reta.

3.4.4.5.
Limite de quantificacao

Para o calculo do limite de quantificagdo, a maioria das metodologias
também implica na utilizacdo de brancos de amostras, o que, em HPLC,
inviabiliza seu uso. Portanto, escolheu-se, também, uma metodologia baseada
nos parametros da curva analitica, dada pela equagéo abaixo:

%
= 10%s , onde:

LO

- s é a estimativa do desvio-padrdo da equacgado da linha de regressao,
dada pelo valor do erro padrao obtido na estatistica de regressao;
- S é ainclinagdo da reta.

3.4.4.6.
Precisao

3.4.4.6.1.
Repetitividade

Para se determinar a repetitividade do método, optou-se por expressar o
resultado como estimativa do desvio padrao relativo (DPR), também chamado de
coeficiente de variacdo (CV), com sete repeticdes de uma mesma amostra, sob
as mesmas condi¢des, segundo a equagao:

DP

DPR = x100, onde:
D

- DPR é o desvio-padrao relativo
- DP é o desvio-padrao
- CMD é a concentracao média determinada
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Para o método utilizando fluorescéncia, uma mesma amostra de bilis foi
contaminada com uma concentragdo conhecida de solugao de 1-hidroxipireno.
Sete replicatas da mistura contendo bilis e o HPA foram diluidas na proporgcao
de 1:2000 com etanol 48%, seguindo estudos anteriores do Laboratério de
Estudos Ambientais (Neves, 2006), apresentando concentracao final em torno de
7 ng mL™. As amostras foram analisadas no espectrofluorimetro, com excitagéo
em 345 nm e emissao em 387 nm.

Para o método utilizando HPLC, sete replicatas de uma mesma amostra
de bilis foram contaminadas com o HPA, submetidas ao tratamento enzimatico e
injetadas em cromatégrafo a liquido, com excitagdo em 345 nm e emissdo em
387 nm.

3.4.4.6.2.
Reprodutibilidade

Como a reprodutibilidade é o grau de concordancia entre os resultados
das medi¢cdes de um mesmo mensurando, efetuadas sob condigdes variadas de
medicao, neste trabalho, optou-se por variar o analista.

A reprodutibilidade foi feita da mesma maneira que a repetitividade,
porém, desta vez, com um segundo analista fazendo o0 mesmo procedimento.

Os dados obtidos foram processados fazendo-se uso do programa
Microsoft Ofluorescénciaice Excel. As equacdes utilizadas para obtencao da
reprodutibilidade foram as seguintes:

Sjntre = (MQentre - MQdentm ) / n

2 _
Sr - MQdentm

2

entre

s»=(s>+s’, ),onde

- s,i € a soma dos quadrados dos desvios da repetitividade e entre os analistas

- MQentre € @ soma dos minimos quadrados entre os analistas

- MQgentro € @ soma dos minimos quadrados de cada analista

Para um nivel de significancia de 95%:

R=28%,/s2
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3.4.4.7.
Recuperacao

A recuperagdo foi avaliada fortificando-se amostras de bilis em trés
concentragdes diferentes de 1-hidroxipireno, respectivamente 4,5 ng mL", 9 ng
mL" e 18 ngmL™. Foram feitas seis replicatas para cada concentrac&o.

O célculo foi feito de acordo com a equacéo abaixo.

R(%) = % *100, onde

- R (%) é a recuperacao calculada, em porcentagem

- C1 é a concentracao determinada na amostra adicionada

- C2 é a concentragao determinada na amostra ndo adicionada
- C3 é a concentragdo adicionada
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