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5
Consideracoes finais

Neste trabalho, foram validadas e comparadas duas metodologias
analiticas para determinacdo de metabdlitos de HPA em bilis de peixe. A
espectroscopia de fluorescéncia fixa € uma técnica rapida, simples e de baixo
custo, porém nao é seletiva e ndo possibilita a quantificacdo dos HPA
individuais. A cromatografia liquida de alta eficiéncia, por sua vez, € uma técnica
quantitativa e bastante sensivel que pode ser utilizada para analise de HPA em
bilis de peixe.

Nos peixes, os HPA sao biotransformados e armazenados na bilis na
forma de metabdlitos. Assim, em estudos utilizando bilis de peixes para
avaliacdo da contaminagdo ambiental por HPA, para uma quantificagdo mais
correta, é desejavel que se faca a determinagéo dos metabolitos de HPA na bilis
de peixes, e ndo dos HPA originais.

Na bilis dos peixes, os metabodlitos de HPA se encontram na forma
conjugada. Assim, torna-se necessario um procedimento para que o metabdlito
de HPA conjugado seja hidrolisado enzimaticamente e fique na forma livre. E
desejavel que esta etapa seja realizada quando for utilizada a analise por HPLC
por dois motivos. Em primeiro lugar, se a etapa de hidrolise nao for feita,
compostos muito polares presentes na bilis (como o metabélito de HPA na forma
conjugada) nao serdo separados e coeluirdo no inicio da corrida cromatografica,
impedindo a separacao e quantificacdo do composto em estudo. Ap6s hidrélise,
entretanto, o0 metabdlito conjugado sera transformado no metabdlito livre menos
polar, que podera ser separado durante a corrida. Em segundo lugar, ndo ha
padrdo disponivel comercialmente de metabdlitos conjugados, apenas de
metabdlitos livres, o que também nado permitiia a quantificagdo destes
compostos. Assim, foram feitas andlises de amostras de bilis apenas diluidas por
fluorescéncia molecular e de bilis hidrolisada por HPLC-F.

Foram feitas andlises da bilis de peixe hidrolisada também por
fluorescéncia molecular para se concluir se a hidrélise alteraria os resultados
obtidos pela analise da bilis apenas diluidas. Péde-se observar que as amostras
diluidas apresentaram intensidade de sinal um pouco mais alta que as amostras
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hidrolisadas. Porém, por se tratar de uma técnica semiquantitativa, acredita-se
nao ser necessaria a etapa de hidrélise enzimatica.

Da mesma forma, também foram analisadas amostras de bilis apenas
diluidas por HPLC para efeito de comparagao com as amostras hidrolisadas.
Neste caso, foi observado que as amostras apenas diluidas nao apresentaram
intensidade de sinal no tempo de retengdo do composto em estudo. Assim,
pode-se concluir que, no caso do HPLC, a etapa de hidrélise enzimatica é
fundamental para quantificacao de metabdlitos de HPA.

O metabdlito 1-hidroxipireno foi escolhido como composto de referéncia
por ser o metabdlito mais frequentemente encontrado em estudos utilizando bilis
de peixes.

Foi observado que os valores obtidos por fluorimetria sdo maiores do que
os obtidos por HPLC. Como a técnica espectrofluorimétrica & semiquantitativa,
todos os compostos presentes na bilis que fluorescem no mesmo comprimento
de onda do composto em estudo serdo quantificadas. J& na cromatografia
liquida apenas o 1-hidroxipireno é detectado em seu comprimento de onda e
tempo de retencao.

Os parametros de validacao foram calculados para ambos os métodos e
os célculos das incertezas associadas aos métodos foram discutidos. A técnica
fluorimétrica apresentou menores valores de limite de quantificacdo e
reprodutibilidade e menor incerteza. A técnica utilizando HPLC, por sua vez,
apresentou menores limite de deteccdo e repetitividade. Nas duas técnicas
estudadas, a contribuiu mais significativa para a incerteza dos métodos foi
devida as solugdes diluidas utilizadas para construgdo da curva analitica.
Acredita-se que, em estudos posteriores, mais fontes de incerteza que nao
puderam ser contempladas neste trabalho, devam ser contempladas, se
possivel, para uma estimativa mais real das incertezas associadas aos métodos.

Como as técnicas estudadas apresentaram uma boa correlagdo, este
trabalho demonstra a aplicabilidade de ambas as técnicas aqui discutidas no
monitoramento ambiental. A técnica fluorimétrica é indicada para testes de
avaliagao preliminar, onde ndo sao necessarios resultados quantitativos, apenas
uma estimativa a respeito de contaminacdo ou ndo de determinado ambiente.
Por ser uma técnica de baixo custo, rapida, cujo equipamento é de facil
manutengao e operacgao, pode ser utilizada em analises de rotina. Ja a técnica
cromatografica apresenta alto custo de manutencao e operacao e analises mais
demoradas, sendo indicada como uma segunda etapa na avaliacdo da

contaminacdo ambiental, onde seriam analisadas apenas as amostras que
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apresentassem algum sinal da presenga de contaminantes na técnica

fluorimétrica, para sua real quantificacao.
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