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“Nothing in life is to be feared, it is only to be
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RESUMO

Os acidos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaenoico (DHA), pertencentes a classe
omega 3, e o acido araquidonico (AA), pertencente a classe 6mega 6, sao essenciais para a
satide humana. Esses 4cidos graxos podem ser encontrados em abundancia em alguns peixes.
Assim, de modo a contribuir para a avaliagdo nutricional e controle de qualidade desses
alimentos, esse trabalho propde o desenvolvimento de um método analitico para a determinagao
de EPA, DHA e AA em salmao e sardinha por eletroforese capilar de zona com detecgao direta
no UV. A principio, foi possivel constatar que o AA estava abaixo do limite de deteccdo e
quantificagdo do método. Deu-se assim prosseguimento as analises relacionadas ao EPA e ao
DHA. A metodologia otimizada através do planejamento Box-Behnken 3* consiste em um
eletrolito composto por 40 mmol L™ de TBS (pH 9), 17 mmol L' de Brij® 35, 33% v/v de
metanol e 17% v/v de acetonitrila; um capilar TSP de 33,5 cm de comprimento total (25 cm de
comprimento efetivo), 50 um de didmetro interno e 375 um de didmetro externo; injecao
hidrodinamica de 25 mbar x 5 s; voltagem de 27 kV; temperatura do cartucho de 30 °C; e
deteccao em 200 nm. O preparo das amostras foi realizado por meio de uma reacao de hidrolise
alcalina, conhecida como saponificagdo, € o tempo de anédlise foi menor do que 15 minutos. O
método foi validado através de algumas figuras de mérito como linearidade (» = 0,975 para
EPA e r = 0,988 para DHA), precisdo (RSD < 8%), exatidao ((101,01 £+ 10,55)% e (91,23 +
9,58)% para EPA e DHA, respectivamente, nas amostras de salmao e (104,30 +3,17)% e (93,96
+ 7,05)% nas amostras de sardinha), limite de detec¢do (0,006 mmol L' e 0,003 mmol L™! para
EPA e DHA, respectivamente, nas amostras de salméo e 0,005 mmol L e 0,002 mmol L' nas
amostras de sardinha) e quantificagdo (0,019 mmol L' e 0,011 mmol L' para EPA e DHA,
respectivamente, nas amostras de salmio e 0,015 mmol L™ e 0,007 mmol L™ nas amostras de
sardinha). A quantificagdo dos 4cidos graxos foi realizada através do calculo do fator de
resposta. Em geral, o método desenvolvido por CE foi bem sucedido, fornecendo informacdes
ndo somente em cunho académico, mas também em vertentes sociais no que tange o direito

humanitério de acesso a alimentagao de qualidade e com alto poder nutritivo.

Palavras-chave: acido eicosapentaenoico; acido docosahexaendico; acido araquidonico;

peixes; eletroforese capilar.



ABSTRACT

Eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) acids, belonging to the omega 3
class, and arachidonic acid (AA), belonging to the omega 6 class, are essential for human health.
These fatty acids can be found in abundance in some fish. To contribute to these foods'
nutritional assessment and quality control, this work proposes developing an analytical method
for determining EPA, DHA, and AA in salmon and sardines by capillary zone electrophoresis
with direct UV detection. At first, it was found that AA was below the method's limits of
detection and quantification. This led to further analysis of EPA and DHA. The optimized
methodology using Box-Behnken 3* design consists of an electrolyte made up of 40 mmol L
of TBS (pH 9), 17 mmol L™ of Brij® 35, 33% v/v of MeOH and 17% v/v of ACN; TSP capillary
of 33.5 cm total length (25 cm effective length), 50 um internal diameter and 375 pm external
diameter; hydrodynamic injection of 25 mbar x 5 s; voltage of 27 kV; cartridge temperature of
30 °C; and detection at 200 nm. The samples were prepared using an alkaline hydrolysis
reaction, known as saponification, and the analysis time was less than 15 minutes. The method
was validated through some figures of merit such as linearity (» = 0.9752 for EPA and » =
0.9870 for DHA), precision (RSD < 8%), accuracy ((101.01 + 10.55)% and (91.23 £+ 9.58)%
for EPA and DHA, respectively, in the salmon samples and (104.30 + 3.17)% and (93.96 +
7.05)% in the sardine samples), the limit of detection (0.006 mmol L™ and 0.003 mmol L' for
EPA and DHA, respectively, in the salmon samples and 0.005 mmol L' and 0.002 mmol L™ in
the sardine samples) and quantification (0.019 mmol L™! and 0.011 mmol L™! for EPA and DHA,
respectively, in the salmon samples and 0.015 mmol L' and 0.007 mmol L™ in the sardine
samples). The fatty acids were quantified by calculating the response factor. In general, the
method developed by CE was successful, providing information not only on an academic level
but also on a social level about the humanitarian right of access to quality food with high

nutritional value.

Keywords: eicosapentaenoic acid; docosahexaenoic acid; arachidonic acid; fish; capillary

electrophoresis.
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1 INTRODUCAO

Os acidos graxos (AGs) sao imprescindiveis para o funcionamento de diversos 6rgaos
e sistemas que compoem o organismo humano (CURI et al., 2002). Nesse sentido, nos ultimos
anos, investigou-se bastante a relacdo entre AGs e a saude humana (CURI et al., 2002; LIPUT
etal., 2021; SUAREZ-MAHECHA et al., 2002).

Um dos motivos para este interesse esta relacionado com os resultados de estudos
epidemiologicos mostrando que populagdes de esquimos, grandes consumidores dos acidos
eicosapentaenodico (EPA) e docosahexaendico (DHA), ambos do tipo omega 3 (®3), t€ém
incidéncia mais baixa de doengas inflamatdrias e autoimunitarias (KROMANN; GREEN,
1980), além de estudos clinicos que demostraram os beneficios da suplementagdo de 6leo de
peixe, rico em EPA e DHA, sobre condigdes agudas e cronicas (HARBIGE, 1998; WU;
MEYDANI, 1998).

1.1 0S ACIDOS GRAXOS

Muitos 4cidos carboxilicos foram isolados pela primeira vez a partir de fontes naturais,
principalmente gorduras e, por isso, foram denominados acidos gordos ou AGs (CURI et al.,
2002). Sabe-se que, a estrutura fundamental dos lipideos ¢ composta por AGs ou por estruturas
diretamente relacionadas a eles, como alcoois, aldeidos ou aminas, € que essas substancias ainda
sao precursoras na formagao dos oleos, das gorduras e das ceras, por exemplo.

Os AGs sao acidos carboxilicos que podem ser representados pela forma geral RCOOH.
Na maioria das vezes, o grupo R ¢ uma cadeia carbdnica longa e ndo ramificada, com um
nimero par de 4&tomos de carbono, que pode conter nenhuma, uma ou mais duplas ligagdes
(CURI et al., 2002; DE OLIVEIRA et al., 2014). O grupo carboxila constitui a regido polar da
molécula, e a cadeia R constitui a regido apolar (Figura 1) (CURI et al., 2002).

Figura 1 — Representacao da estrutura de um AG com 18 atomos de carbono: 4cido estearico.

Reoii | 0]
Regido apolar egiao polar ”

C
[H3C/WVM \OH

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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1.1.1 Classificacio e estrutura quimica

O tamanho da cadeia carbdonica determina a classificacao dos AGs em cadeia curta (dois
a quatro atomos de carbono), cadeia média (seis a doze atomos de carbono) e cadeia longa (mais
de doze atomos de carbono) (CURI et al., 2002). Para além disso, os AGs também podem ser
classificados como saturados (auséncia de ligagdes duplas na cadeia carbdnica) ou insaturados
(os monoinsaturados contém uma ligagao dupla, enquanto os polinsaturados contém duas ou
mais ligacdes duplas na cadeia carbonica) (CURI et al., 2002; DE OLIVEIRA et al., 2001,
2014).

As cadeias carbonicas dos AGs saturados podem adotar muitas conformagdes, mas
tendem a ser completamente estendidas pois isso minimiza as repulsdes entre os grupos
metileno (-CH») vizinhos (SOLOMONS; FRYHLE, 2015). Essa conformagao linear, que ¢
mais flexivel, permite um empacotamento de maneira mais eficiente em cristais, € uma vez que
as atracOes decorrentes das forcas dispersivas sdo grandes, os AGs saturados tém pontos de
fusdo relativamente altos. O mesmo acontece com os AGs insaturados que apresentam
configuragdo trans das ligagdes duplas. Em contraste, a configuragao cis das ligacdes duplas
dos AGs insaturados impde um dobramento rigido a cadeia carbonica que interfere no
empacotamento do cristal, provocando uma reducdo nas atragdes decorrentes das forcas de
dispersdo entre as moléculas. Assim, os AGs insaturados tém pontos de fusdo mais baixos
(CURI et al., 2002; SOLOMONS; FRYHLE, 2015).

As caracteristicas fisico-quimicas dos AGs estao associadas ao comprimento da cadeia
carbonica, a0 numero e a posi¢ao das ligagdes duplas, e as configuragdes dos isomeros cis-trans
(Figura 2). A este respeito, os AGs sdo soliveis em solventes organicos, fracamente soluveis
em agua na sua forma ndo dissociada e moderadamente hidrofilicos como sais (DE OLIVEIRA
et al., 2001, 2014). Ademais, o entendimento da estrutura quimica dos AGs ¢ essencial para o

estudo do seu metabolismo e fungdes no corpo humano (CURI et al., 2002).
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Figura 2 — Representacao das estruturas de isomeros (A) trans e (B) cis de AGs com 18

atomos de carbono: (A) acido elaidico ¢ (B) acido oleico.

>
O—0

H4C OH

=
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

1.1.2 Nomenclatura

Os AGs podem ser identificados por um nome comum, que ¢ geralmente derivado da
fonte de origem do acido, ou por um nome sistematico, que se baseia nas regras de nomenclatura
estabelecidas internacionalmente pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC, do inglés, International Union of Pure and Applied Chemistry) (CURI et al., 2002).
Destacam-se como nomes comuns, por exemplo, o acido acético (principal constituinte do
vinagre, do latim acetum), o acido palmitico (do 6leo da palma), o acido oleico (do o6leo de
oliva), os acidos linoleico e linolénico (do d6leo da linhaga), o acido formico (do latim formica,
formiga, parcialmente responsavel pela irritagdo causada pela mordida do inseto) e o acido
butirico (do latim butirum, manteiga).

Os nomes sistematicos dos AGs se iniciam pela palavra ‘acido’, seguido por um prefixo
referente ao numero de carbonos da maior cadeia carbdnica que contenha a carboxila e, por fim,
o sufixo “6ico’. Os atomos de carbono podem ser numerados a partir da carboxila ou a partir do
carbono mais distante da carboxila, possibilitando que a nomenclatura seja abreviada (CURI et

al., 2002). Desse modo, o acido linolénico (Figura 3), por exemplo, pode ser escrito como
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9,12,15-18:3 ou 18:3 A*!>!5 onde o nimero 18 indica o niimero de carbonos, o niimero 3 indica
o numero de duplas ligagdes e os nimeros 9, 12 e 15 indicam a posi¢ao dessas insaturagdes,

adotando o sistema de numeragao partindo da carboxila.

Figura 3 — Estrutura molecular do &cido linolénico.
T|
c

= Son

B

CH,

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
1.1.3 A familia ® e suas func¢ées no organismo humano

Os termos ®3 e dmega 6 (w6), assim como dmega 7 (07) e dmega 9 (09), sdo utilizados
para indicar a posi¢cdo da primeira ligagdo dupla presente na estrutura ao numerar a cadeia
carbonica partindo do carbono mais distante da carboxila (CURI et al., 2002; VOET et al.,
2014). Assim, o acido linolénico também poderia ser escrito como 18:3 ®3 pois o terceiro
carbono ¢ parte de uma ligacdo dupla (SOLOMONS; FRYHLE, 2015). Esse sistema de
numerag¢ado possibilita que diferentes AGs sejam agrupados em classes de acordo com a posi¢ao
da primeira insatura¢ao na estrutura (Quadro 1). Destaca-se ainda que, os AGs de uma
determinada classe nao podem ser biologicamente convertidos em AGs de uma classe diferente

(CURI et al., 2002).
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Quadro 1 — Classificagdo dos AGs insaturados.

Classe AG parental
®3 4cido linolénico, 18:3 @3
®6 4cido linoleico, 18:2 @6
'y 4cido oleico, 18:1 o7
®9 acido palmitoleico, 16:1 ®9

Fonte: CURI et al., 2002.

Quase todos os AGs pertencentes a familia ® podem ser sintetizados pelo organismo
humano, exceto os AGs parentais, que devem ser obtidos na dieta (CURI et al., 2002; KISH-
TRIER et al., 2016). Uma vez ingeridos, estes acidos podem ser convertidos em AGs com
cadeias carbonicas maiores através de reagdes de alongamento e dessaturacao.

O é4cido linolénico, por exemplo, pode ser convertido em EPA (Figura 4) e,
posteriormente, em DHA (Figura 5), que sdo fundamentais para a manutencao da estrutura das
membranas celulares, funcao cerebral, transmissdo de impulsos nervosos, além de cruciais na
regulacdo de processos metabolicos, de transporte e de excregdo (AMORIM et al., 2020;
VOET; VOET; PRATT, 2014; BERG et al., 2021). Estudos recentes buscaram avaliar a relagao
entre a suplementagao desses AGs na dieta e as doengas cardiovasculares (RODRIGUEZ et al.,
2022), a obesidade ¢ o cancer (D’ANGELO; MOTTI; MECCARIELLO, 2020), a fecundidade
(STANHISER et al., 2022), o crescimento de criangas e adolescentes (PARASANNANAVAR
etal., 2021) e transtornos mentais, como a depressao (YONEZAWA et al., 2020), por exemplo.

Figura 4 — Estrutura molecular do EPA, 20:5 ®3.

ﬁ
C
~
OH

CH,

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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Figura 5 — Estrutura molecular do DHA, 22:6 ®3.

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

O 4cido linoleico, por sua vez, pode ser convertido em acido araquidonico (AA) (Figura
6), que ¢ essencial para o crescimento, o desenvolvimento neuroldgico, a visdo, a resposta
imunoldgica e a inflamacao (CURI et al., 2002; HARAYAMA; SHIMIZU, 2020). Este AG ¢
encontrado em abundancia em 6leos vegetais e em alimentos como ovos € carnes magras, por

exemplo (MARTIN et al., 2006; HANNA; HAFEZ, 2018).

Figura 6 — Estrutura molecular do AA, 20:4 ©6.

o]
||
]

\OH

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

1.1.3.1 Os AGs pertencentes a familia w e o consumo de peixes

Por muito tempo, o ser humano ocidental sobreviveu através de uma dieta que continha
uma razao entre a ingestdo diaria de alimentos fonte de w6 e ®3 (06:®3) de 1-2:1, ou seja, as
proporg¢des de ambos os tipos de AGs eram bem proximas. No entanto, nos ultimos cinquenta

anos, essa razdo se alterou para 10-20:1, reflexo de uma alimentacdo que inclui quantidades
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significativas de dleos vegetais e um alto consumo de produtos industrializados (BENJAMIM
etal., 2019; HERTER-AEBERLI et al., 2019; MANCE et al., 2011).

Existem evidéncias de que essa ingestdo consideravelmente maior de AGs w6 tenha
impactos negativos sobre a satde devido a uma alteracdo no equilibrio inflamatorio. Isso
acontece porque os AGs ®3 e 6 competem entre si pela mesma enzima, de modo que suas
quantidades relativas podem interferir em seus respectivos metabolismos. Entdo, por exemplo,
um excesso de w6 reduz o metabolismo do w3, o que acaba comprometendo o sistema
imunologico (CHAROENWOODHIPONG et al., 2020; LEMOINE et al., 2020). Diversos
pesquisadores propdem que o aumento de doengas da civilizagdo pode estar relacionado a essa
mudanga para uma dieta mais "pro-inflamatoria" (HERTER-AEBERLI et al., 2019).

Neste cenario, visando o equilibrio na razao entre esses AGs na dieta, a busca por
alimentos ricos em AGs ®3 aumentou consideravelmente nos ultimos anos. Dentre estes
alimentos, destacam-se os peixes.

Os peixes se destacam de outros alimentos de origem animal por serem ricos em AGs
3, como EPA ¢ DHA, apresentarem proteinas de alto valor nutritivo, além de vitaminas (A,
B2 e D) e minerais (calcio, ferro, zinco e iodo) (FAO, 2020; PHILIBERT et al., 2006).
Ademais, tém sido utilizados para a alimentacdo e a subsisténcia pelo homem ha milénios, seja
através da pesca extrativa, seja através da aquicultura, que surgiu ha aproximadamente 2 mil
anos, com o monocultivo de carpas em pequenas represas (BORGHESI et al., 2013).

Segundo a Organizagao das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO, do
inglés, Food and Agriculture Organization of the United Nations), em 2022, a produgdo
mundial de animais aquaticos foi de 83%, o que equivale a 185,4 milhdes de toneladas. Deste
total, 94,4 milhdes de toneladas foram provenientes da aquicultura e 91 milhdes de toneladas
foram provenientes da pesca extrativa. Pela primeira vez, a aquicultura ultrapassou a pesca
extrativa na produgdo de animais aquaticos, representando 51% do total mundial. Além disso,
89% da produgao total de animais aquaticos foram destinados a usos alimenticios e o restante
foi destinado a usos ndo alimenticios, principalmente farinha e 6leo de peixe. No Brasil, a
producao de animais aquaticos foi de 1,496 milhdes de toneladas, sendo que, deste total, 758
mil toneladas foram provenientes da pesca extrativa e 738 mil toneladas foram provenientes da
aquicultura (FAO, 2020).

O consumo mundial aparente de animais aquaticos, em 2022, foi de 162,5 milhdes de
toneladas em 2022, sendo observado um crescimento médio anual de 3% ao ano desde 1961, o

que supera o crescimento de todas as carnes terrestres combinadas, que foi estimado em 2,7%
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ao ano no mesmo periodo. Ademais, o consumo per capita aumentou de 9,1 kg por ano em
1961 para 20,6 kg por ano em 2022 (FAO, 2020).

Neste cenario, a qualidade dos peixes como alimento ¢ indiscutivel, sendo avaliada por
parametros sensoriais, como cor, maciez, sabor, suculéncia e odor; parametros funcionais,
como pH e a capacidade de retencdo de dgua; e parametros nutricionais, como a quantidade de
deposicdo de gordura, os teores de proteinas, vitaminas e minerais, € o perfil de AGs
(BORGHESI et al., 2013). Tudo isso ¢ altamente dependente da composi¢do quimica do peixe,
que ¢ influenciada por fatores genéticos, como espécie e etapa de desenvolvimento; fatores
ambientais, como temperatura e sazonalidade; e, especialmente, fatores nutricionais, visto que
a composicdo corporal do peixe ¢ um reflexo da dieta consumida pelo animal (DE SOUZA;
ANIDO; TOGNON, 2007; VISENTAINER, 2005).

Foi constatado, por exemplo, que a diferenca existente no teor de AGs ®3 e w6 entre
espécies marinhas e de agua doce ¢ devido as diferentes espécies de fitoplancton contidos na
dieta destes peixes. Além disso, também foi constatado uma variagdo da composi¢ao lipidica
entre os peixes provenientes da pesca extrativa e da aquicultura, que possuem uma dieta
controlada, seja em funcao dos custos, seja em fun¢do dos valores nutricionais do peixe para o
consumidor (BORGHESI et al., 2013; DE SOUZA; ANIDO; TOGNON, 2007; NAVARRO et
al., 2010; SUAREZ-MAHECHA et al., 2002; VISENTAINER, 2005).

Assim, considerando que o consumo de peixe vem sendo associado a um estilo de vida
saudavel, principalmente devido aos seus teores de AGs, julga-se necessario o desenvolvimento
de métodos analiticos eficientes para determina-los nesses alimentos. Neste trabalho, nos
optamos por estudar duas espécies marinhas: o salmao e a sardinha. Além de serem facilmente
encontrados na nossa regido, estes peixes se destacam por apresentarem pregos de aquisi¢ao
bem diferentes. Nosso intuito foi fornecer informagdes relevantes para a tomada de decisdo no

que tange a qualidade e o custo destes alimentos.

1.1.4 Método de referéncia

O método de referéncia empregado para a determinagdo de AGs ¢ a cromatografia
gasosa acoplada a deteccdo de ioniza¢do de chama (GC-FID, do inglés, gas chromatography
coupled to flame ionization detection), oferecendo excelente separagdo dos analitos e
sensibilidade para as analises (AOCS, 2005; AOCS, 2002; ZOTOV; BESSONOV; RISNIK,
2022).
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Como por defini¢do essa técnica € aplicavel a compostos volateis, etapas adicionais ao
preparo de amostra sdo necessarias. Assim, a derivatizacdo, que consiste na conversdo dos
grupos carboxilicos em grupos mais volateis, como ésteres metilicos de acidos graxos (FAME,
do inglés, fatty acid methyl ester), € obrigatéria, principalmente em analises de AGs de cadeia
longa, que apresentam baixa volatilidade. No entanto, essa etapa agrega riscos que podem
comprometer a qualidade dos resultados, como a conversdo dos AGs em FAME nio atingir o
rendimento de 100%, a ocorréncia de alteragdes quimicas devido a presenca de diferentes
isdmeros de posi¢ao e/ou geométricos que modificam o perfil de AGs, assim como a perda de
AGs volateis caso precaugdes apropriadas sejam omitidas (AMORIM et al., 2019a, 2019b).
Além disso, longas colunas especificas podem ser necessarias, resultando em tempos de analise
mais longos (GERALDO et al., 2024; OSTERMANN et al., 2014; ZOTOV; BESSONOV;
RISNIK, 2022). Considerando este cendrio, métodos alternativos para a determinacao de AGs
vém sendo propostos, oferecendo exatiddo e precisdo compativeis com o método oficial, além
de um preparo de amostra mais simples, mesmo em amostras que apresentem complexidade

relevante (AMORIM et al., 2019b).

1.2 ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese capilar (CE, do inglés, capillary electrophoresis) vem se destacando na
comunidade cientifica, desde a década de 1990, como uma alternativa na determinacao da
composi¢ao de AGs em diversos tipos de amostras, inclusive em alimentos € em matrizes
bioldgicas (AMORIM et al., 2021; DE OLIVEIRA et al., 2014; GERALDO et al., 2024).
Quando comparada a outras técnicas, apresenta algumas vantagens como curto tempo de
analise, além de serem necessarios pequenos volumes de amostra e de solventes organicos, o
que vai ao encontro aos principios que descrevem a Quimica Verde (QUEIROZ & JARDIM,
2001; SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012).

A CE ¢ uma técnica de separagdo, que opera em meio liquido, baseada na migracao
diferenciada de compostos neutros, ions solvatados ou espécies ionizaveis, mediante a
aplicacdo de um campo elétrico a um tubo de dimensdes capilares preenchido com solugdo
eletrolitica (BAKER, 1995; SKOOG et al., 2006). Para isso, apresenta uma instrumenta¢ao
simples (Figura 7), consistindo em, basicamente, um sistema de inje¢do, o tubo capilar onde
ocorre a separagao, reservatorios para as solucdes (R € R»), um par de eletrodos (e1 € e2), uma

fonte de alta tensdao (F), um detector (D) e um computador (C) para controle, aquisi¢ao e
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tratamento dos dados (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; SPUDEIT; DOLZAN; MICKE,
2012).

Figura 7 — Representacdo esquematica de um equipamento de CE.
EOF

Anodo % \g’ 68

(+)

Fonte: SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012.

Existem diversos modos de operacdo em CE, como a cromatografia eletrocinética
micelar, a eletroforese capilar em gel, a cromatografia eletrocinética e a isotacoforese capilar.
No entanto, o mais utilizado ¢ a eletroforese capilar de zona (CZE, do inglés, capillary zone
electrophoresis), que permite a separacao simultanea de cations, anions ou espécies ionizaveis
em uma mesma corrida. Nesse modo de operacdo, o detector mais utilizado ¢ o
espectrofotométrico de absor¢do no ultravioleta-visivel (UV-Vis), mas outros detectores sdao
compativeis com a técnica (BAKER, 1995; QUEIROZ; JARDIM, 2001; TAVARES, 1997;
VAZ; DE OLIVEIRA; DE OLIVEIRA, 2015).

1.2.1 Principios da eletroforese capilar

O funcionamento de um equipamento de CE envolve, geralmente, a aplicagao de alta
voltagem no interior de um capilar de didmetro reduzido, que possui uma alta resisténcia
elétrica, gerando corrente em seu interior (BAKER, 1995; QUEIROZ; JARDIM, 2001). O
preenchimento do capilar ¢ feito com uma solugdo tampao ou de eletrdlitos, denominada
eletrélito de fundo (BGE, do inglés, background electrolyte) e suas extremidades imersas na

mesma solucdo, juntamente com os eletrodos, a fim de fechar o circuito (QUEIROZ; JARDIM,
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2001). Ademais, o capilar ¢ mantido dentro de um cartucho sob temperatura constante, para
minimizar os efeitos térmicos.

Os capilares mais utilizados em CE sao os de silica fundida, caracterizada pela presenga
de varios grupos silandis (-SiOH), que apresentam carater acido (SPUDEIT; DOLZAN;
MICKE, 2012). Esses grupos sdo ionizados a grupos silanoato (-SiO’) quando entram em
contato com a solugao de eletrolito com pH elevado, e com isso, a superficie interna do capilar
se torna carregada negativamente. Essa superficie atrai os cations do eletrdlito, formando uma
camada denominada camada fixa. Como esses cations ndo sdo suficientes para neutralizar a
superficie do capilar, forma-se uma segunda camada de cations proxima a primeira,
denominada camada mdvel, gerando uma dupla camada difusa (BAKER, 1995; QUEIROZ;
JARDIM, 2001).

Quando um campo elétrico € aplicado tangencialmente a superficie do capilar, os cations
que compdem a camada mével sdo atraidos em direcdo ao catodo. Como esses ions transportam
moléculas de agua, por estarem solvatados, a solucdo de eletrolito ¢ arrastada, causando o que
se chama de fluxo eletrosmético (EOF, do inglés, eletroosmotic flow) (QUEIROZ; JARDIM,
2001; SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012). A magnitude do EOF pode ser expressa em
termos de velocidade (¥gor), em cm s, ou de mobilidade (Hgpr), em cm? V' s, como pode

ser visto na Equacao 1 ¢ Equacao 2, respectivamente.

R &\ -
Vgor = (;) E @
£
Hgor = ;( (2)

onde ¢ ¢ a constante dielétrica; i é a viscosidade do eletrolito; E¢o campo elétrico aplicado; e { € 0
potencial zeta, sendo determinado essencialmente pela carga da superficie do capilar, que € dependente

do potencial hidrogenionico (pH) do eletrolito.

A separagdo dos analitos acontece pela diferenca da velocidade de migragdo entre eles
na presenga de um campo elétrico (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012). Essa velocidade,

denominada velocidade eletroforética (V,,) (Equagdo 3), ¢ dependente da mobilidade
eletroforética (ji.,,) (Equacdo 4), intrinseca a cada analito, e do campo elétrico aplicado. Assim,

quanto maior a razo carga/raio, ou seja, quanto menor ¢ mais carregada a espécie, maior a i,
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do ion para um dado campo elétrico e eletrolito usado, resultando em uma velocidade maior

(BAKER, 1995; QUEIROZ; JARDIM, 2001).

1_7)ep = ﬁepﬁ ©))
- _ 9

onde E € o campo elétrico aplicado; q é a carga do analito ionizado; 1 € a viscosidade da solugdo; e r; €

0 raio i0nico.

A ordem de detec¢do dos analitos sera definida pela mobilidade eletroforética observada
(Hobs), que ¢ a soma vetorial entre ligor ¢ Hep (Equagio 5). Sob condigdes normais, o EOF ¢
do anodo para o catodo. Assim, anions serao conduzidos em dire¢do ao catodo uma vez que o
fluxo gerado pode ser consideravelmente maior que as mobilidades eletroforéticas (QUEIROZ;
JARDIM, 2001; SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012). Por migrarem na mesma dire¢ao,
anions, neutros e cations serao detectados na mesma corrida: cations migram mais rapido,
sofrendo atragdo pelo catodo, neutros sdo arrastados na Vgop € ndo sdo separados € anions
migram mais lentamente, sofrendo atrag¢ao pelo anodo, mas sdo arrastados pelo EOF em dire¢ao

ao catodo (BAKER, 1995; QUEIROZ; JARDIM, 2001).

ﬁobs = ﬁEOF + Hep 5)

Ao alcangarem o detector, ocorre um aumento do sinal medido que ¢ registrado no
formato de picos. A visualizagdo desses picos € possivel em um grafico de sinal em funcao do
tempo de migracdo, chamado eletroferograma (QUEIROZ; JARDIM, 2001). A natureza deste

sinal varia com o tipo de detector empregado na analise.

1.2.2 Analise de acidos graxos por eletroforese capilar

Geralmente, os AGs estdo presentes nas amostras na forma de triacilglicerideos. Assim,
¢ necessaria a dissociagdo de AGs do glicerol para analisa-los na forma livre. Para isso, ¢
realizada uma rea¢do de hidrolise alcalina, conhecida como saponificagdo (Figura 8). Nessa

reacdo, ¢ adicionada a amostra uma solu¢do de hidréxido de sédio (NaOH) dissolvido em
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metanol (MeOH), formando os respetivos sais de AGs, que sdo espécies carregadas
negativamente em solucdo (DUARTE et al., 2020; BARRA, 2014), condi¢do necessaria para

uma separagao eficiente por CE.

Figura 8 — Reacdo de hidrolise alcalina.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Nesse sentido, ¢ imprescindivel ter conhecimento sobre a faixa de pH em que essas
espécies se apresentam na forma carregada para que se mantenham assim durante as analises.
Por possuir baixa solubilidade em agua, nao ¢é possivel medir o logaritmo da constante de acidez
(pKa) real dessas substancias. Contudo, ¢ comumente considerado um valor de pKa aparente
para essas situagdes. O valor frequentemente estabelecido pela literatura para os AGs de cadeia
longa ¢ de aproximadamente 5 (DE OLIVEIRA et al., 2014).

Uma ferramenta para avaliar o comportamento das espécies em solucdo ¢ o diagrama
de distribuicdo, que descreve a composi¢cdo de uma solucdo em fun¢do do pH, sendo possivel
prever a fragcdo da espécie que estd nao dissociada (o) e dissociada (a1) no equilibrio. Ambas
as fragcdes sdao calculadas utilizando uma expressao obtida através da combinagdo entre a
constante de equilibrio e o balango de massa, dadas pela Equacéo 6 ¢ pela Equac¢ao 7 (SKOOG
et al., 2006; HARRIS, 2012).

10-PH

= 6

%0 = 10-pH + 10-PKa ©
10—pKa

al = (7)

10-PH 4 10-PKa

Tomando o valor de pKa aparente igual a 5, ¢ possivel obter uma boa aproximacgao do
comportamento dos AGs em solucgdo através do diagrama de distribuicao (Figura 9). Observa-

se que, quando o pH ¢ menor que o pKa, ou seja, menor do que 5, a forma predominante dos
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AGs ¢ neutra. No entanto, a medida que o pH do meio aumenta, a fracdo de espécies anidnicas
também aumenta. Assim, para valores de pH acima de 7, € possivel garantir que todas as

espécies estejam desprotonadas.

Figura 9 — Diagrama de distribuicdo para os AGs de cadeia longa.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Na separagio dos AGs, a i, dos analitos esta na dire¢do oposto ao EOF pois as espécies
carregadas negativamente tendem a migrar em direcdo ao anodo (Figura 10). No entanto, a
Hgor € direcionada para o catodo. Assim, esses analitos, que apresentam uma mobilidade mais

baixa, sdo arrastados pelo fluxo, alcangando o detector.
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Figura 10 — Representacdo esquematica do mecanismo de separagdo dos AGs.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Geralmente, os AGs sdo monocarboxilicos. Desse modo, possuem a mesma carga de
ionizagdo. Portanto, os diferentes tamanhos, que resultam em diferentes raios de solvatagao,
proporcionam a separagdo desses AGs, que atingem o detector em diferentes momentos. Assim,
os AGs com os maiores raios de solvatagdo migram primeiro, pois tém a maior {i,,s. A ordem
de migracao dos AGs que possuem insaturagdes pode ser prevista pelo calculo do comprimento
de cadeia equivalente (ECL, do inglés, equivalent chain length) (Equacao 8), inicialmente

proposto para técnicas cromatograficas (AMORIM et al., 2021).

ECL=NC—-2N(C=0) 8)
onde NC ¢é o nimero de carbonos da cadeia carbonica e N(C = C) é o nimero de insaturagdes presentes

na estrutura do AG.

1.3 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

Durante o desenvolvimento de um método por CE algumas variaveis precisam ser
otimizadas, como a composi¢do ¢ a concentracdo do eletrdlito, bem como as condig¢des
instrumentais, incluindo a voltagem aplicada, a temperatura do cartucho, a quantidade de

amostra injetada e o comprimento e didmetro do capilar. Com base nisso, o planejamento de
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experimentos ¢ estabelecido como um instrumento poderoso neste processo (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2001; GERALDO et al., 2024).

O planejamento de experimentos ¢ uma abordagem sistematica para definir e conduzir
experimentos de modo a otimizar a obtencao de informagdes com o minimo de recursos e
esforcos aplicados. Nesse sentido, o delineamento do planejamento pode ser realizado de varias
maneiras. A maneira mais simples ¢ o planejamento fatorial, onde todas as combinagdes
possiveis dos k niveis de N varidveis sdo investigadas, resultando em N* experimentos (NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2001). Essa ¢ a ferramenta mais indicada quando se deseja determinar
a influéncia de uma ou mais varidveis sobre uma outra variavel de interesse.

Muitas vezes, essa abordagem nao ¢ ideal pois o aumento da complexidade do sistema
estudado acarreta um aumento do numero de experimentos que devem ser realizados. Como
alternativa, podem ser feitas simplificagdes nos modelos para a aplicacdo de planejamentos
fatorial fracionados ou a metodologia de superficie de resposta (NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2001). O planejamento Box-Behnken, por exemplo, ¢ uma metodologia de superficie
de resposta na qual ndo ha necessidade de realizar experimentos nos pontos extremos do espago
experimental. O nimero de experimentos €, portanto, menor do que o de um planejamento
fatorial completo. Para isso, cada variavel ¢ estudada em 3 niveis: baixo (-1), médio (0) e alto
(+1), com o nimero total de experimentos determinado por 2n(n — 1) + C,, onde C, ¢é o

numero de réplicas no ponto central para avaliar a variabilidade experimental (FERREIRA et

al., 2007).

1.4  VALIDACAO DE UM PROCEDIMENTO ANALITICO

A validagao de método ¢ o processo que demonstra que um método analitico € aceitavel
para a finalidade a que se destina. E um modo de garantir que os dados gerados sdo confiaveis
e interpretaveis sobre a amostra (BRASIL, 2017; HARRIS, 2012; RIBANI et al., 2004).

Os parametros de desempenho analitico ou figuras de mérito considerados para a
validacdo de métodos de separagdo incluem, quando aplicavel, a linearidade e a faixa de
aplicagdo, a seletividade, a precisdo, a exatiddo, o limite de detec¢ao (LD), o limite de
quantificagdo (LQ) e a robustez (INMETRO, 2017; RIBANI et al., 2004). Neste trabalho,
avaliou-se linearidade, precisao, exatidao, LD e LQ. A defini¢do de cada um destes parametros

sera abordada nas sec¢des seguintes.
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1.4.1 Linearidade

A linearidade ¢ a capacidade de um método analitico de fornecer resultados que sao
diretamente proporcionais a concentragdo do analito em uma amostra dentro de uma faixa
especifica (HARRIS, 2012; PIMENTEL; NETO, 1996; RIBANI et al., 2004). Como a
concentragdo de um analito ndo ¢ uma grandeza fisica observavel, ¢ necessario realizar medidas
de outras grandezas para obté-la. A calibragdo, portanto, consiste em encontrar uma fun¢ao que
relacione as medidas realizadas com a concentragao procurada (PIMENTEL; NETO, 1996).

Normalmente, o processo de calibragdo envolve duas etapas: a etapa descritiva e a etapa
preditiva. A etapa descritiva, considerada a etapa lenta, consiste em realizar medidas em uma
série de padrdes analiticos com concentragcdes conhecidas, a fim de construir um modelo
matematico que relacione a grandeza medida com a concentragdo do analito. A etapa preditiva,
por sua vez, consiste em utilizar esse modelo matematico para prever as concentragdes de outras
amostras, a partir de seus respectivos sinais analiticos (PIMENTEL; NETO, 1996).

Este modelo matematico, muitas vezes, pode ser expresso como uma equacao de reta
chamada de curva analitica, que descreve uma relagao linear entre uma variavel aleatoria y, que
corresponde ao sinal ou a resposta dada por um instrumento, e uma variavel x, que corresponde
a concentracdo da espécie quimica de interesse, como mostra a Equag¢ao 9 (PIMENTEL;

NETO, 1996; RIBANI et al., 2004).

y=ax+b+¢g )

onde a e b sao denominados coeficiente angular e coeficiente linear da curva analitica, respectivamente,

e & € o erro aleatorio associado a determinagao de y.

O método dos minimos quadrados ¢ o modo mais utilizado para se ajustar um modelo
matematico a um conjunto de dados por minimizar a soma dos quadrados das diferencas entre
os valores observados e os valores previstos. Estas diferencas sao denominadas residuos. Em
resumo, € possivel obter corretamente uma maxima proximidade entre a curva analitica e os
pontos experimentais e, consequentemente, estimar os coeficientes @ e b, assim como o
coeficiente de correlagdo r. Este ultimo parametro permite uma avaliagdo da qualidade da curva
obtida, pois quanto mais proximo de 1,0, menor ¢ a dispersdo do conjunto de pontos
experimentais (PIMENTEL; NETO, 1996; RIBANI et al., 2004).

O tratamento estatistico dos resultados obtidos com o método dos minimos quadrados

requer que algumas suposigdes sobre a natureza dos erros associados as medidas sejam validas.
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A primeira suposi¢do diz que os Unicos erros nas medidas sdo devidos a flutuagdes no sinal
analitico (variavel y). Assim, caso a concentragdo (varidvel x) esteja sujeita a erros, estes devem
ser despreziveis quando comparados com os erros em ). Isto ¢ satisfeito quando os padrdes
analiticos sdo preparados com o maximo de cuidado. A segunda suposi¢dao diz que os erros
aleatérios devem ter variancia constante, o que ¢ conhecido como homoscedasticidade. Para
verificar se essa hipdtese ¢ satisfeita, testes estatisticos como o de Cochran sao utilizados apds
realizar determinagdes de réplicas auténticas em um mesmo conjunto de padrdes ou amostras.
A terceira suposicao diz que os erros aleatérios ndo sao correlacionados, ou seja, sao
independentes. Isso ¢ verificado pelo teste de Durbin-Watson, por exemplo. Para nio violar
essa suposi¢do, ¢ necessario preparar os padrdes analiticos separadamente e de maneira
semelhante em cada nivel de concentragdo. E valido destacar que, a recomendagdo ¢ de que a
linearidade seja estabelecida com a utilizagao de, no minimo, cinco niveis de concentracao, em
triplicata. Ademais, a resposta analitica dos padrdes deve ser medida de forma aleatodria, de
modo a evitar a associa¢ao de possiveis desvios sistematicos a determinadas concentragdes. Por
fim, a Gltima suposicao diz que os erros devem seguir uma distribui¢ao normal. Para verificar
se essa hipotese ¢ satisfeita, testes estatisticos como o de Shapiro-Wilk sdo utilizados
(PIMENTEL; NETO, 1996; RIBANI et al., 2004).

A validade do modelo matematico e a significancia estatistica da curva analitica ajustada
podem ser testadas por meio da andlise de variancia (Quadro 2) (PIMENTEL; NETO, 1996;
RIBANI et al., 2004). Assim, sdo estabelecidas duas hipoteses: a hipdtese nula diz que a
equagao da reta ¢ adequada para descrever os dados e a hipodtese alternativa diz que a equacao
da reta ndo ¢ adequada. Em seguida, sdo realizados dois testes. O teste da falta de ajuste verifica
se existe uma relacdo linear dentro de cada nivel de concentragdo e o teste da significancia da

regressao verifica a existéncia de uma relagcdo linear significativa entre as varidveis x e y

(PIMENTEL; NETO, 1996).
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Quadro 2 — Tabela de anélise da variancia para o ajuste de um modelo pelo método dos
minimos quadrados, onde n; ¢ o nimero de repeti¢des no nivel i; m € o nimero de niveis
distintos da variavel x; n = ), n; é o numero total de medidas; p é o nimero de parametros do
modelo. O indice i indica o nivel da varidvel x; o indice j refere-se as medidas repetidas da
variavel y em um dado nivel de x. O segundo somatorio das expressdes para SQ,, SQqp € SQ;
vaide j = 1 até j = n;. Os outros somatorios vao de i = 1 até¢ i = m. y ¢ a média de todos os

valores de y; y; ¢ a média das determinagdes repetidas no nivel i; e y; € valor previsto pelo

modelo.
Foqte El © Soma quadratica Graus de liberdade Meédia quadrética
variagao (v)
m M
Regressao SQreg = Z Z(}’/} — )2 p—1 MQreg = SQreg/(@ — 1)
m i n; !
Residual SQ, = Z Z(y” - 9)? n—p MQ, = SQ,/(n—p)
im jni
Falta de ajuste  SQyq; ZZZ(ﬁ—?i)Z m-—p MQfq; = SQfqj/(m — p)
m
Erro puro SQep = ZZ(}’U - ¥)? n—m MQep = SQep/(m —m)
T

Total SQ; = ZZ(yij - ¥)? n—1
b

i

Fonte: ADRIANO et al., 2024; PIMENTEL; NETO, 1996.

A interpretacdo dos resultados de ambos os testes esta relacionada com os valores de
Feaicutados Frabelado» conforme ilustra o Quadro 3, e o estabelecimento das hipdteses. Assim,
para ndo rejeitarmos a hipotese nula, ou seja, para que o modelo possa ser utilizado para a
quantificagdo de analitos em amostras, ¢ necessario que F.gcuiado S€j@ menor do que o
Fiapelado NO teste da falta de ajuste, € que 0 F4icuiado S€j@ maior do que o Figpeiado NO teste da
significancia da regressdo, indicando que ha auséncia de falta de ajuste no modelo e que existe
uma relagdo linear significativa entre as variaveis x ¢ y (PIMENTEL; NETO, 1996; RIBANI et
al., 2004).
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Quadro 3 — Calculo dos valores de F_.;icuiado € Fravelado para os testes de falta de ajuste e

significancia da regressao.

Falta de ajuste Significancia de regressao
Feaicutado = MQfaj/Mer Feaicutado = MQreg/MQr
Fravelado = vfajvep Fravelado = ereg,vr

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

1.1.4.1 Padronizagdo interna e fator de resposta

A quantificacdo dos analitos pode ser realizada através de diferentes métodos, como a
padronizacdo externa, a padronizagdo interna, a superposi¢ao de matriz e a adi¢ao de padrao
(SKOOG et al., 2006; HARRIS, 2012; RIBANI et al., 2004). Considerando o efeito de matriz,
devido a complexidade das amostras de salmao e sardinha estudadas, optou-se por utilizar neste
trabalho a padronizagao interna.

O método de padronizagdo interna consiste em adicionar uma quantidade conhecida de
uma substancia de referéncia, denominada padrao interno (PI), a todos padrdes, amostras e
brancos. A calibragdo envolve, entdo, colocar em um grafico a razao entre o sinal do analito e
o sinal do PI em funcdo da concentracdo do analito nos padrdes. Assim, essa razao para as
amostras ¢ usada para obter a concentragao do analito a partir da curva de calibragao (SKOOG
et al., 2006; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Ademais, comprovada a validade do modelo matematico e a significancia estatistica da
curva analitica ajustada por meio da analise de variancia, o coeficiente a pode ser utilizado
como fator de resposta (Fr) na Equacao 10 para quantificar os AGs de interesse (AMORIM et
al., 2020).

[PI] XV X MMy X Fp X Ayg
% AG = 10

onde [PI] é a concentragdo do padrio interno; V é o volume, em litros; MMy, é a massa molecular do
acido graxo; Fp € o fator de diluicdo; Ay, € a area do sinal do acido graxo; Ap; € a area do sinal do

padrdo interno; e m € a massa de amostra, em gramas.
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1.4.2 Precisao

A precisao representa a dispersao dos resultados entre ensaios independentes e repetidos
de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢des definidas (RIBANI
et al., 2004). E avaliada pela estimativa do desvio padrdo relativo (RSD, do inglés, relative

standard desviation), calculado pela Equacao 11.

S
RSD (%) =~ x 100 11)

onde s ¢ o desvio padrao amostral; e X ¢ a média aritmética das medicdes.

A precisdo pode ser considerada em trés niveis: repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade. Neste trabalho, considerou-se apenas a repetibilidade, que representa a
concordancia entre os resultados de medi¢des sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob

as mesmas condi¢des de medi¢do (RIBANI et al., 2004).
1.4.3 Exatidao

A exatidao de um método analitico representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais em um determinado ensaio e um valor de referéncia (RIBANI et al., 2004). Os
processos mais utilizados para avaliar a exatiddo s3o a andlise de materiais de referéncia
certificados, a comparacdo de um método em desenvolvimento ¢ um método de referéncia,
ensaios de recuperacao e adicdo de padrao (HARRIS, 2012; RIBANI et al., 2004). Neste
trabalho, ensaios de recuperagdo foram realizados com este propdsito.

A recuperacdo, neste caso, consiste em fortificar a amostra com o padrio analitico do
analito em trés niveis de concentragdo: alto (correspondente ao nivel A da curva analitica),
intermediario (correspondente ao nivel C da curva analitica) e baixo (correspondente ao nivel
E da curva analitica). A porcentagem de recuperacao ¢ dada pela Equacao 12 (RIBANI et al.,
2004).

Agep — A
Recuperacao (%) = % (12)
P

onde A, p corresponde a drea do analito na amostra apods a adi¢ao do padrao; A4 corresponde a area do

analito na amostra; ¢ Ap corresponde a area da espécie de interesse no padréo.
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1.4.4 Limites de detecciao e quantificacio

O LD ¢ a menor concentracdo do analito presente em uma amostra que pode ser
detectada, mas nao necessariamente quantificada, sob condi¢des experimentais estabelecidas.
Por sua vez, o LQ ¢ a menor concentragdo do analito presente na amostra que pode ser
determinada, também sob condi¢cdes experimentais estabelecidas. Ambos podem ser
determinados pelo método visual, pelo método da relacao sinal-ruido ou pelo método baseado
nos parametros da curva analitica (FARIA et al., 2008; RIBANI et al., 2004). Neste trabalho

utilizou-se o método da relagdo sinal-ruido por meio da Equacao 13 ¢ da Equacao 14.

3 X Spyige X C
LD (mmol L™Y) = ruldo — 4 (13)

(Hméxima - Hml’nima)

10 X S;p140 X C
LQ (mmol L) = ruldo — 4 (14)

(Hméxima - Hml’nima)

onde S,i40 corresponde ao desvio padrao da linha base; C, corresponde a concentragdo do analito na
amostra; Hysyima corresponde a altura maxima do sinal do analito; € H,uinime corresponde a altura

minima do sinal do analito.
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2 OBJETIVOS

Nesta se¢ao serdao apresentados o objetivo geral desse trabalho, bem como os objetivos

especificos.

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e otimizar um método por eletroforese capilar de zona com detecgao direta no UV
para separagdo simultanea dos acidos eicosapentaendico (EPA), docosahexaendico (DHA) e

araquidonico (AA) em amostras de espécies marinhas, como salmao e sardinha.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

a) verificar a detecgdo dos acidos graxos utilizando um método de referéncia;

b) identificar os sinais encontrados nas amostras de salmao e sardinha através da adigao de
padrao de EPA, DHA e AA pelo método “on column”;

c) otimizar o preparo de amostra e a fase pré-analitica;

d) utilizar a quimiometria através da aplica¢do de planejamento de experimentos para a
otimizagdo do método desenvolvido e do eletrélito de corrida;

e) otimizar a limpeza do capilar entre as corridas;

f) avaliar algumas figuras de mérito para validagao do método otimizado;

g) quantificar EPA, DHA e AA em amostras de salmao e sardinha.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Nesta secao serdo apresentados os materiais necessarios para a realizacdo dos
experimentos, os protocolos para preparo das amostras e as condigdes instrumentais utilizadas

para as analises.

3.1  REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes e padrdes utilizados foram de grau analitico. Acetonitrila P.A.
(ACN), MeOH P.A., polioxietileno 23 lauril éter (Brij® 35) e NaOH P.A. foram obtidos na
Neon Comercial (Suzano, Sao Paulo, Brasil). Tetraborato de sodio (TBS) e os padrdes
analiticos dos acidos 5,8,11,14,17-cicosapentaendico (EPA), cis-4,7,10,13,16,19-
docosahexaenoico (DHA) e araquidonico (AA) foram obtidos na Sigma-Aldrich (Cotia, Sao
Paulo, Brasil). A 4gua foi purificada por deionizagdo (Sistema Milli-Q, Mollipores, Bedford,
USA).

As solugdes estoque dos padroes de AGs foram preparadas em MeOH e armazenadas
em tubos falcon de 15 mL em congelador sob temperatura de -18 °C até o momento das analises,
nas concentragdes de 6,61 mmol L'! para o EPA, 15,22 mmol L"! para o DHA e 6,57 mmol L!
para o AA. No dia da realiza¢do das analises, essas solu¢des foram diluidas em MeOH para a
concentracdo de interesse diretamente nos vials de injegao.

As solugdes estoque de TBS, na concentragdo de 120 mmol L, e de Brij® 35, na
concentracio de 100 mmol L', foram preparadas em 4gua deionizada e armazenadas em
temperatura ambiente. Ambas foram utilizadas para o preparo da solugdo de eletrolito, contendo
40 mmol L' de TBS, 17 mmol L! de Brij® 35, 33% v/v de MeOH e 17% v/v de ACN, também
preparado em agua deionizada e armazenado em geladeira sob temperatura de 4 °C até o
momento das analises.

A solucao de NaOH utilizada para o condicionamento inicial e limpeza entre corridas
do capilar foi preparada em 4gua deionizada, nas concentra¢des de 0,2 mol L e 1 mol L, e
armazenada em temperatura ambiente.

A solucdo metandlica de NaOH utilizada para a saponificagdo das amostras foi
preparada em MeOH, na concentracdo de 0,5 mol L™, e também armazenada em temperatura

ambiente.
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3.2  PREPARO DAS AMOSTRAS

Os peixes utilizados para o desenvolvimento do método foram adquiridos em um
supermercado local da cidade de Juiz de Fora, no estado de Minas Gerais, Brasil. Realizou-se
a compra de filés de salmao com pele frescos, por R$ 78,99 o quilo, e sardinhas inteiras frescas,
por R$ 14,90 o quilo. As amostras foram embaladas e transportadas sem refrigeragdo para o
laboratorio do Grupo de Quimica Analitica e Quimiometria (GQAQ). No laboratério, apos
retirar a pele do salmao e separar a por¢ao comestivel da sardinha, resultando nos musculos de
ambos 0s peixes, as amostras foram trituradas com o auxilio de um processador de alimentos
até a formacao de uma pasta uniforme. Em seguida, dividiu-se esta pasta uniforme em porgdes
menores em sacos plasticos adequados para o congelamento de alimentos, que foram rotulados
com os dados de identificacdo da espécie do peixe e data da compra, e armazenados em
congelador sob temperatura de -18 °C.

No momento das andlises, as amostras foram descongeladas. Na extragdo dos AGs
mediada por reacao de hidrélise alcalina, uma massa de 0,5 gramas da pasta foi pesada e
colocada em um tubo de vidro. Em seguida, adicionou-se 4 mL de solugao metanolica de NaOH
0,5 mol L'! (Figura 11A). As amostras foram colocadas sob aquecimento de 60-65 °C e refluxo
em banho-maria por 25 minutos (Figura 11B). Por fim, uma aliquota do sobrenadante foi
retirada, filtrada e diluida em MeOH para a concentracdo de interesse diretamente nos vials de
injecdo. Este procedimento se baseou no trabalho desenvolvido por BARRA et al. (2014), cujo
objetivo foi determinar AGs em figados de ratos submetidos a uma determinada dieta utilizando

CZE-UV.
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Figura 11 — Amostras de peixe em tubo de vidro (A) apds a adi¢ao da solucao metanodlica de

NaOH 0,5 mol L'1 para posterior (B) aquecimento e refluxo em banho-maria.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

3.3  INSTRUMENTACAO

Os experimentos por CE foram realizados em um equipamento modelo 7100 CE
(Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com detector de arranjo de diodos (DAD,
do inglés, diode array detector) e sofiware para aquisi¢ao e tratamento de dados (ChemStation
versdo A.06.01), disponivel no Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da
UFJF.

As amostras foram injetadas hidrodinamicamente (25 mbar durante 5 s), o sistema foi
operado sob polaridade normal, com aplicagdo de voltagem constante de 27 kV, e a temperatura
do cartucho foi mantida em 30 °C. Foi utilizado um capilar de silica fundida revestido com
poliimida (TSP) de 33,5 cm de comprimento total (25 cm de comprimento efetivo), 50 um de
didmetro interno e 375 pm de didmetro externo. As analises foram realizadas em comprimento

de onda de 200 nm.
3.4  PROCEDIMENTO ANALITICO
Para a primeira utilizacdo do capilar, realizou-se um condicionamento com solucdo de

NaOH 1 mol L™ por 20 minutos, 4gua deionizada por 10 minutos e solucio de eletrélito por 15

minutos.
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A limpeza do capilar entre as corridas precisou ser otimizada. Nos métodos encontrados
na literatura para a analise AGs por CE, geralmente a limpeza consistia apenas em um flush de
NaOH, seguido de um flush de agua e de eletrdlito. No entanto, devido a complexidade das
amostras estudadas, julgou-se necessario a adi¢ao de um flush de HCl e de MeOH:ACN nas

mesmas propor¢des do eletrolito, conforme ilustrado no Quadro 4.

Quadro 4 — Sequéncia realizada para a limpeza do capilar entre corridas.

Funcao Parimetro
Flush 30 s (Inlet: NaOH 0,2 mol L' Outlet: Lixo)
Flush 30 s (Inlet: Agua deionizada Outlet: Lixo)
Flush 30 s (Inlet: HCI 1 mol L' Qutlet: Lixo)
Flush 30 s (Inlet: Agua deionizada Outlet: Lixo)
Flush 30 s (Inlet: MeOH:ACN 33:17% v/v Outlet: Lixo)
Flush 30 s (Inlet: Agua deionizada Outlet: Lixo)
Flush 120 s (Inlet: BGE Outlet: Lixo)

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Ao final da sequéncia de analises do dia, o capilar foi condicionado com solugdo de
NaOH 1 mol L' por 10 minutos e 4gua deionizada por mais 10 minutos, sendo mantido no
cartucho fora do equipamento de CE.

As micropipetas foram recalibradas frequentemente para evitar erros adicionais na
liberacao das solugdes, de modo a ndo prejudicar a precisao e exatidao das analises.

As vidrarias utilizadas foram lavadas em banho ultrassonico por 15 minutos em
detergente Extran® MA 02 Neutro e, em seguida, por 15 minutos em agua e alcool etilico
comercial 70%. Por fim, as mesmas foram enxaguadas por 3 vezes com agua deionizada e

colocadas para secar em temperatura ambiente.

3.5  ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os softwares Microsoft Excel, R versdo 4.3.2 e Origin Pro foram utilizados para o
tratamento estatistico dos dados, desenvolvimento e testagem de modelos, além da elaboracao

de gréficos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta se¢dao serdo apresentados os resultados e as discussdes sobre o trabalho

desenvolvido.

4.1 DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA DETERMINACAO DE EPA, DHA E
AA EM AMOSTRAS DE PEIXES POR CZE-UV

A escolha das condicdes experimentais utilizadas nas andlises iniciais baseou-se no
trabalho desenvolvido por AMORIM et al. (2020), cujo objetivo foi desenvolver e otimizar um
método para a determinacdo de EPA e DHA em cépsulas de 6leo de peixe. O eletrolito utilizado
consistia em 30 mmol L' de TBS (pH 9), 12 mmol L! de Brij® 35, 33% v/v de MeOH e 17%
v/v de ACN. Nesta composi¢do, a solugdo tampao de TBS ¢ a substancia que define o pH
aparente do eletrolito, garantindo que os AGs estejam na forma anidnica; a solu¢do de Brij®
35, que ¢ um surfactante neutro, ¢ utilizada para descriminar as espécies que sofrem
comigragdo, auxiliando na separacdo de compostos com ligagdo do tipo cis; e os solventes
organicos MeOH e ACN sdo adicionados para melhorar a solubilidade dos analitos, evitando a

formagao de bolhas e interrup¢ao na corrente.

4.1.1 Deteccio e identificacdo dos AGs em amostras de salmao e sardinha

A fim de verificar se os analitos seriam detectados nas condi¢des utilizadas por
AMORIM et al. (2020), foram injetados padrdes analiticos de EPA, DHA e AA com
concentracio de 1 mmol L. Os eletroferogramas obtidos nessa analise podem ser vistos a

seguir, na Figura 12.
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Figura 12 — Eletroferogramas dos padrdes analiticos de (A) EPA, (B) DHA ¢ (C) AA com

concentra¢io de 1 mmol L.
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Condig¢des experimentais: Eletrolito composto por 30 mmol L' de TBS (pH 9), 12 mmol L' de Brij®
35, 33% v/v de MeOH e 17% v/v de ACN; capilar TSP de 33,5 cm de comprimento total (25 cm de
comprimento efetivo), 50 um de d.i. e 375 um de d.e.; inje¢@o hidrodindmica de 25 mbar x 5 s; voltagem
de 27 kV; temperatura do cartucho de 27 °C; e detecgdo em 200 nm.

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Nessas condi¢des experimentais, observou-se um sinal referente ao EPA (Figura 12A)
em 10,63 minutos, ao DHA (Figura 12B) em 8,82 minutos ¢ ao AA (Figura 12C) em 9,60
minutos. Como os tempos de migracao dos analitos foram bem préximos, julgou-se necessario
realizar uma injecdo simultanea a fim de verificar como esses AGs se comportariam em uma

mesma corrida, entendimento fundamental para as anélises de amostras reais. A Figura 13
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mostra o eletroferograma obtido para uma mistura de EPA, DHA e AA com concentragdes

individuais de 1 mmol L.

Figura 13 — Eletroferograma de uma mistura dos padrdes analiticos EPA, DHA e AA com
concentra¢io de 1 mmol L.
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Condigdes experimentais: Eletrolito composto por 30 mmol L de TBS (pH 9), 12 mmol L™ de Brij®
35, 33% v/v de MeOH e 17% v/v de ACN; capilar TSP de 33,5 cm de comprimento total (25 cm de
comprimento efetivo), 50 um de d.i. € 375 pm de d.e.; inje¢do hidrodinadmica de 25 mbar x 5 s; voltagem
de 27 kV; temperatura do cartucho de 27 °C; e detecgdo em 200 nm.

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Ao serem injetados simultaneamente, os sinais referentes ao EPA, ao DHA e ao AA
apareceram em 10,83, 8,52 e 9,05 minutos, respectivamente. Pensou-se assim que o método
proposto por AMORIM et al. (2020) seria eficaz em detectar de modo simultaneo e distintivo
os trés analitos, podendo ser utilizado nas analises qualitativas e quantitativas deste trabalho.
Nesse momento, portanto, decidiu-se utilizar as mesmas condigdes experimentais para as
analises desses AGs em amostras de salmao ¢ sardinha. A fim de facilitar a visualizacao dos
sinais presentes em ambas as amostras, foram feitos recortes das regides de interesse nos

eletroferogramas obtidos, como pode ser observado na Figura 14.
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Figura 14 — Recorte dos eletroferogramas das amostras de (A) salmao e (B) sardinha diluidas

na propor¢ao de 1:10 em MeOH.
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Condig¢des experimentais: Eletrolito composto por 30 mmol L' de TBS (pH 9), 12 mmol L™ de Brij®
35, 33% v/v de MeOH e 17% v/v de ACN; capilar TSP de 33,5 cm de comprimento total (25 cm de
comprimento efetivo), 50 pm de d.i. € 375 um de d.e.; inje¢do hidrodinamica de 25 mbar x 5 s; voltagem
de 27 kV; temperatura do cartucho de 27 °C; e detecgdo em 200 nm.

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

A principio, foi possivel observar sete sinais na amostra de salmao em 6,39, 6,54, 7,04,
7,40, 8,09, 8,23, 8,40 minutos (Figura 14A) e trés sinais na amostra de sardinha em 8,54, 8,70
€ 9,96 minutos (Figura 14B). Destaca-se ainda que, ao analisar o perfil do eletroferograma da
amostra de salmao, foi possivel notar a presenga de uma comigragdo, ou seja, uma sobreposi¢ao
dos sinais numerados como ‘5’ e ‘6, mostrando que o método desenvolvido por AMORIM et
al., (2020) nao ¢ eficaz em separar completamente essas espécies.

Concluida a etapa de detecgao, ¢ fundamental ter conhecimento sobre a identidade dos
sinais encontrados para garantir a confiabilidade e assertividade das analises posteriores. Assim,
para verificar se algum dos sinais observados eram referentes aos AGs de interesse, pensou-se
em, inicialmente, comparar o perfil dos espectros UV-Vis de EPA, DHA e AA com os espectros
dos sinais presentes nas amostras. No entanto, como pode ser percebido na Figura 15, o perfil
de absorcdo desses AGs ndo apresentam uma regido seletiva ou distintiva que possibilite a

identificacdo inequivoca das espécies estudadas.
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Figura 15 — Espectro UV-Vis do (A) EPA, do (B) DHA ¢ do (C) AA.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Realizou-se assim, a adi¢ao de uma quantidade conhecida de cada um dos AGs as duas
amostras de peixes. Desse modo, os sinais que sofressem aumento de intensidade poderiam ser
identificados como sendo os analitos em questdo. Os eletroferogramas obtidos para as amostras
de salmao e sardinha com adic¢ao dos padrdes analiticos dos AGs individuais, com concentragao

de 1 mmol L', se encontram na Figura 16 e Figura 17, respectivamente.
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Figura 16 — Eletroferogramas da (A) amostra de salmao diluida 1:10 em MeOH com adi¢ao

de padrio de (B) EPA, (C) DHA e (D) AA com concentragio de 1 mmol L',
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Condigdes experimentais: Eletrolito composto por 30 mmol L de TBS (pH 9), 12 mmol L™ de Brij®
35, 33% v/v de MeOH e 17% v/v de ACN; capilar TSP de 33,5 cm de comprimento total (25 cm de
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comprimento efetivo), 50 um de d.i. e 375 um de d.e.; inje¢@o hidrodindmica de 25 mbar x 5 s; voltagem
de 27 kV; temperatura do cartucho de 27 °C; e detecgdo em 200 nm.
Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Para as amostras de salmao, a Figura 16 nos mostra que o sinal que aparece em 8,09
minutos (Figura 16A), identificado como ‘5’, apresentou maior intensidade apds a adigao de
EPA 1 mmol L! (Figura 16B); o sinal que aparece em 7,04 minutos, identificado como ‘3’,
apresentou maior intensidade ap6s a adi¢io de DHA 1 mmol L™ (Figura 16C); e que o sinal
que aparece em 7,40 minutos, identificado como ‘4’, apresentou maior intensidade apos a
adicdo de AA 1 mmol L' (Figura 16D). Desse modo, existiam evidéncias de que os sinais ‘5°,

‘3’ ¢ ‘4’ se referiam ao EPA, ao DHA e ao AA, respectivamente.
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Figura 17 — Eletroferogramas da (A) amostra de sardinha diluida 1:10 em MeOH com adi¢do
de padrio de (B) EPA, (C) DHA e (D) AA com concentragio de 1 mmol L',
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Condigdes experimentais: Eletrolito composto por 30 mmol L' de TBS (pH 9), 12 mmol L de Brij®
35, 33% v/v de MeOH e 17% v/v de ACN; capilar TSP de 33,5 cm de comprimento total (25 cm de
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comprimento efetivo), 50 um de d.i. e 375 um de d.e.; inje¢@o hidrodindmica de 25 mbar x 5 s; voltagem
de 27 kV; temperatura do cartucho de 27 °C; e deteccdo em 200 nm.
Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Observacgdes semelhantes foram realizadas para as amostras de sardinha (Figura 17). O
sinal que aparece em 9,96 minutos (Figura 17A), identificado como 3’, apresentou maior
intensidade apds a adi¢do de EPA mmol L™ (Figura 17B); o sinal que aparece em 8,54 minutos,
identificado como ‘1°, apresentou maior intensidade apos a adi¢io de DHA 1 mmol L™ (Figura
17C); e que o sinal que aparece em 8,70 minutos, identificado como ‘2’°, apresentou maior
intensidade apds a adigdo de AA 1 mmol L! (Figura 17D). Desse modo, existem evidéncias
de que os sinais ‘3’, ‘1’ e ‘2’ se referiam ao EPA, ao DHA ¢ ao AA, respectivamente.

E valido destacar que, nessas analises, a inje¢ido do padrido de EPA, DHA ¢ AA 1 mmol
L' nas amostras de salmio e sardinha foi feita “on-column”, ou seja, os padrdes nio foram
adicionados as amostras manualmente, mas sim instrumentalmente como parte do método
definido para a analise. Esse modo de injecdo apresenta vantagens como o aumento da
reprodutibilidade, da precisao e da frequéncia analitica, além de reduzir o contato do analista
com as amostras, diminuir os erros sistematicos e permitir a reutilizagdo das solugdes para
outras analises (MOREIRA et al., 2023).

Até aqui, foi possivel detectar e identificar EPA, DHA e AA em amostras de salmao e
sardinha utilizando o método proposto por AMORIM et al. (2020). No entanto, percebeu-se
que esse método ndo seria eficaz para as analises almejadas neste trabalho por ndo proporcionar
uma separacao completa do EPA nas amostras de salmao, visto que esse AG estava comigrando
com uma outra espécie, desconhecida at¢é o momento. Portanto, as proximas etapas deste
trabalho envolvem o uso de ferramentas quimiométricas, como o planejamento de
experimentos, para a otimizacdo do método o que, em teoria, permitiria alcancar uma melhor

resolucao eletroforética para os sinais encontrados.

4.1.2 Otimizacdo do método para analise de AGs em amostras de salmao

Com a finalidade de otimizar a separacao de EPA e a espécie desconhecida, foi realizado
um planejamento Box-Behnken 3 contendo quatro fatores e trés niveis, com triplicata no ponto
central, totalizando 27 experimentos. Os fatores considerados no estudo foram a concentragao
de TBS, a concentracdo de Brij® 35, a voltagem aplicada e a temperatura do cartucho. Estes

dois ultimos parametros instrumentais estdo diretamente ligadas ao fluxo eletrosmotico e a
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viscosidade do eletrdlito, respectivamente. Foram mantidos constantes, portanto, a propor¢ao
dos solventes organicos, MeOH e ACN, a dimensao do capilar, o modo de injecdo da amostra
e o comprimento de onda. Quanto aos niveis, analises preliminares haviam nos indicado que
um aumento da concentracdo de TBS e de Brij® 35 proporcionavam uma melhor resolugao
entre o par critico EPA/espécie desconhecida. Por conta disso, ndés optamos por utilizar as
concentragdes do método desenvolvido por AMORIM et al. (2020) como nivel baixo. Como
nos gostariamos de avaliar tanto o aumento quanto a diminui¢cdo da voltagem aplicada e a
temperatura do cartucho, os valores destes fatores do método de referéncia foram utilizadas
como nivel intermediario. A Tabela 1 relaciona os niveis utilizados para cada um dos fatores

estudados.

Tabela 1 — Niveis e fatores utilizados no planejamento Box-Behnken 3* para o estudo da

otimizagdo das condicdes eletroforéticas.

Niveis
Fatores
-1 0 +1
X, — Concentragdo de TBS (mmol L) 30 35 40
X, — Concentragio de Brij® 35 (mmol L) 12 17 22
X3 — Voltagem aplicada (kV) 24 27 30
X4 — Temperatura do cartucho (°C) 24 27 30

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Para auxiliar na escolha da melhor condicao de analise, utilizou-se como resposta do
planejamento a resolugdo entre o par critico EPA/espécie desconhecida (Equacio 15) e o tempo
de analise. A Tabela 2 mostra a matriz deste planejamento, bem como a resolucdo calculada e
o tempo de andlise, e a Figura 18 ilustra os eletroferogramas obtidos em cada experimento

realizado.

. 2(tempogp,y — tempoy)
Resolucao = 15)
(larguragp, — larguray)

onde tempogp, € tempogp, se referem ao tempo de migragdo de EPA e da espécie desconhecida,

respectivamente; e larguragp, € larguray se referem a largura dos sinais dessas espécies.
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Tabela 2 — Matriz de planejamento Box-Behnken 3* para o estudo da otimizagio das

condi¢des eletroforéticas.

Experimento X Xz X3 X4 Resolugdo  Tempo de andlise (min)
1 -1 0 -1 0 0,86 9,66
2 -1 0 +1 0 0,80 9,42
3 0 +1 +1 0 0,52 3,98
4 0 -1 -1 0 0,89 19,09
5 0 +1 -1 0 - -

6 +1 0 -1 0 - -

7 0 +1 0 +1 - -

8 0 0 -1 +1 1,17 20,45
9 -1 -1 0 0 0,74 13,06
10 0 0 +1 -1 0,91 20,33
11 -1 0 0 -1 0,60 7,87
12 0 -1 +1 0 0,83 12,08
13 +1 0 0 -1 1,05 21,06
14 +1 0 0 +1 1,13 13,84
15 +1 0 +1 0 0,93 12,79
16 -1 +1 0 0 0,85 11,23
17 -1 0 0 +1 0,60 5,36
18 0 0 0 0 0,95 11,03
19 0 -1 0 +1 0,88 8,39
20 0 -1 0 -1 0,88 11,54
21 0 0 0 0 0,91 10,30
22 0 0 -1 -1 0,92 11,78
23 +1 +1 0 0 0,71 10,11
24 0 +1 0 -1 - -

25 0 0 +1 +1 0,86 7,00
26 +1 -1 0 0 1,21 29,05
27 0 0 0 0 0,68 8,10

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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Figura 18 — Eletroferogramas dos experimentos de 1 a 27, conforme Tabela 2, para o estudo

da otimizagao das condigoes eletroforéticas.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Antes de prosseguirmos, ¢ valido mencionar que, inicialmente, optou-se por descartar
os experimentos 5, 6 e 7 devido a baixissima eficiéncia na separacdo eletroforética,
impossibilitando o calculo da resolucao. Além disso, o experimento 24 também foi descartado
pois nem todos os analitos tinham alcangado a janela de detec¢do em um periodo de uma hora.

A partir do planejamento Box-Behnken 3*, foi possivel obter informagcdes sobre o efeito
de cada um dos fatores estudados sob a resolugdo entre o par critico EPA/espécie desconhecida
e sob o tempo de andlise. A interpretacao dessas informagdes se basearam na analise da

distribuicao desses valores em cada um dos niveis de concentracdo de TBS, concentracao de
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Brij® 35, voltagem e de temperatura. Ademais, os valores de correlacdo (p), utilizados quando
se quer saber se duas variaveis possuem algum tipo de relacdo e qual ¢ a intensidade dessa
relagcdo, foram calculados, de modo a corroborar ainda mais com a interpretagao realizada.

A Figura 19 mostra a distribui¢do dos valores de resolucdo entre o par critico
EPA/espécie desconhecida encontrados em cada nivel dos fatores estudados. E possivel notar
que, de modo geral, variar a voltagem aplicada (p = 0,10) e a temperatura do cartucho (p = -
0,28) nao ocasiona em uma alteragcdo expressiva em relacao a mediana dos valores de resolucao
observados. Para os dois fatores, a correlagdo ¢ considerada bem fraca e fraca, respectivamente.
Ademais, o aumento da concentracao de Brij® 35 (p = -0,31) faz com que a resolugdo, que
aumentou até certo ponto, diminua. Por conta disso, este fator também apresenta uma correlagao
fraca. Por outro lado, pode-se observar claramente que ha um aumento de resolu¢ao com o
aumento da concentracao de TBS (p = 0,53). Este fator apresenta uma correlagdo considerada

moderada.

Figura 19 — Grafico de Boxplot para o estudo do efeito da concentracao de TBS, da

concentracdo de Brij® 35, da voltagem e da temperatura sob a resolucao.
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A Figura 20, por sua vez, mostra a distribuicdo do tempo de analise em cada nivel dos
fatores estudados. Nota-se que, de modo geral, o aumento da concentragdo de Brij® 35 (p = -
0,38), da voltagem aplicada (p = -0,20) e da temperatura do cartucho (p = -0,24) gera uma
ligeira diminuicao do tempo de analise. Os trés fatores apresentam uma correlagao considerada
fraca. Mais uma vez, a concentragdo de TBS apresenta uma correlagdo moderada, visto que o

aumento deste fator ocasiona em um aumento do tempo de analise.

Figura 20 — Grafico de Boxplot para o estudo do efeito da concentracao de TBS, da

concentragdo de Brij® 35, da voltagem e da temperatura sob o tempo de analise.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

A interpretacdo das informacdes descritas até aqui foi realizada considerando o efeito
dos fatores estudados isoladamente sob a resolugdo e sob o tempo de andlise. No entanto, ¢
valido destacar que, além de a resposta de um experimento ser influenciada pelos fatores
isolados, ha também a influéncia de efeitos resultantes da associacao de dois ou mais fatores.
Ademais, em certos casos, alguns fatores podem ter um impacto mais significativo na resposta
do que outros. Isso explica, em parte, a presenga de alguns pontos discrepantes, que sdo aqueles

que estdo mais distantes da mediana. Esses pontos podem ser interpretados como sendo
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situacdes em que outros fatores influenciaram mais na resposta observada do que o fator
destacado no grafico Boxplot em questdo.

Ademais, essa interpretacdo auxilia na escolha da melhor condig¢ao de analise dentre as
testadas no planejamento Box-Behnken 3*. A priori, foi constatado que a resolugdio variou de
0,52 a 1,21. Como pode ser observado na Figura 21, os experimentos 8, 13, 14 e 26 foram os
unicos que apresentaram uma resolugdo satisfatoria, ou seja, maior do que 1, sendo possivel
notar claramente a separagao completa de EPA e espécie desconhecida. Ainda na Figura 21, ¢
possivel perceber que o tempo de andlise variou bastante entre eles. O experimento 26, apesar
de apresentar a maior resolu¢do, €, de todos, o experimento mais longo, enquanto o experimento

14 apresenta um tempo de andlise menor do que 15 minutos.

Figura 21 — Grafico de dispersdo da resolucao em fun¢do do tempo de analise.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Nesse momento, ao se observar mais atentamente os eletroferogramas dos experimentos
14 e 26, percebeu-se que o perfil do sinal identificado como ‘4’ nas amostras de salmao se
alterava. Vale lembrar que, este sinal aumentou de intensidade apds a adi¢do de padrdo de AA
em analises anteriores a otimiza¢do do método. Esta alteracao também foi percebida em outros
experimentos do planejamento. Em alguns experimentos, como no experimento 14, o sinal ‘4’
se apresentava como um unico sinal. Em outros, como no experimento 26, havia o aparecimento
de um sinal de baixissima intensidade bem proximo do sinal ‘4’.

Suspeitando-se de que o sinal do AA fosse, portanto, o sinal de baixa intensidade,

decidiu-se adicionar o padrao analitico deste AG nas amostras de salmao nas condig¢des
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experimentais do experimento 26. Assim, como pode ser percebido na Figura 22, a suspeita
foi confirmada. Como ¢ reportado na literatura, a composi¢do de AGs dos peixes marinhos ¢
caracterizada por altas propor¢des de ®3 e baixissimas proporgdes de w6 (DE SOUZA;

ANIDO; TOGNON, 2007).

Figura 22 — Eletroferogramas da amostra de salmao diluida 1:10 em MeOH (A) antes e (B)

apos a adi¢do de padrio de AA com concentragdo de 0,5 mmol L.
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Condig¢des experimentais: Eletrolito composto por 40 mmol L' de TBS (pH 9), 12 mmol L' de Brij®
35, 33% v/v de MeOH e 17% v/v de ACN; capilar TSP de 33,5 cm de comprimento total (25 cm de
comprimento efetivo), 50 um de d.i. e 375 um de d.e.; inje¢@o hidrodindmica de 25 mbar x 5 s; voltagem
de 27 kV; temperatura do cartucho de 27 °C; e detecgdo em 200 nm. Sinais: (3) DHA; (*) AA; (4) AG
ndo identificado; (5) EPA.

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Em funcdo da baixa intensidade do sinal, ndo € possivel construir uma curva analitica
para a quantificacdo do AA. Deste modo, a concentragao deste AG foi estimada pelo método
de adicao de padrao single point (CARDONE; PALERMO; SYBRANDT, 1980; NEVES et al.,
2018). Os valores encontrados foram de 0,004 e 0,003 mmol L' para as amostras de salmio e
sardinha, respectivamente. Constatou-se que ambas as concentragdes estavam abaixo do LD do

método, que foi de 0,012 mmol L, e do LQ, de 0,040 mmol L!. Como os valores estimados
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se encontram abaixo dos limites determinados para o método, a confiabilidade destas medidas
¢ prejudicada pois nessas condi¢des o sinal do analito se confunde com o ruido instrumental
inerente as analises.

Nesse sentido, por mais que o experimento 26 tenha apresentado a maior eficiéncia de
separacdo, separando os trés AGs de interesse inicialmente, o experimento 14 foi escolhido por
apresentar uma excelente separacdo de EPA e DHA em um tempo menor de andlise. As
condigdes experimentais do método otimizado, que sera utilizado neste trabalho, portanto,
consistem em um eletrélito composto por 40 mmol L' de TBS (pH 9), 17 mmol L' de Brij®
35, 33% v/v de MeOH e 17% v/v de ACN; capilar TSP de 33,5 cm de comprimento total (25
cm de comprimento efetivo), 50 um de d.i. e 375 um de d.e.; injecao hidrodindmica de 25 mbar

x 5 s; voltagem de 27 kV; temperatura do cartucho de 30 °C; e detecgao em 200 nm.

42  AVALIACAO DE FIGURAS DE MERITO DO METODO PARA DETERMINACAO
DE EPA E DHA EM AMOSTRAS DE PEIXES POR CZE-UV

Nesta secdo serdo avaliados os parametros linearidade, precisdo, exatidao, limite de

detecgdo e limite de quantificacdo do método desenvolvido.

4.2.1 Linearidade

A quantificagdo dos analitos baseou-se no calculo de um Fy para cada AG, utilizando o
acido elaidico (AE) como PI. Para a escolha do PI mais adequado, as amostras de salmao e
sardinha foram injetadas com adicdo de padrdes analiticos de diferentes AGs disponiveis no
laboratério. O AE se mostrou promissor por ser uma espécie similar aos analitos e que nao
comigrava com nenhuma outra espécie presente em ambas as amostras (Figura 23). E vélido
mencionar ainda que, ha evidéncias de que, durante essas analises, a identidade do sinal
identificado como ‘6’ nas amostras de salmao, que comigrava com o EPA antes da otimizagao
do método, tenha sido finalmente revelada pois observou-se um aumento de intensidade deste

sinal ap6s a adi¢do do padrdo analitico de acido linolénico.
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Figura 23 — Eletroferogramas da amostra de (A) salmao diluida 3:10 em MeOH e (B)

sardinha diluida 1:4 em MeOH com adi¢do do PI com concentracdo de 1 mmol L.
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Condig¢des experimentais: Eletrolito composto por 40 mmol L' de TBS (pH 9), 17 mmol L' de Brij®
35, 33% v/v de MeOH ¢ 17% v/v de ACN; capilar TSP de 33,5 cm de comprimento total (25 cm de
comprimento efetivo), 50 um de d.i. e 375 um de d.e.; inje¢@o hidrodindmica de 25 mbar x 5 s; voltagem
de 27 kV; temperatura do cartucho de 30 °C; e deteccdo em 200 nm.

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

Para calcular o Fg, foram construidas curvas de calibragdo com triplicatas auténticas em
cinco niveis de concentragio variando de 0,10 a 0,30 mmol L™! com incrementos de 0,05 mmol
L para o EPA, e de 0,10 a 0,50 mmol L' com incrementos de 0,10 mmol L™ para 0o DHA. A
concentragio do AE foi fixada em 1 mmol L™ em todos os niveis, como pode ser observado na

Tabela 3.
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Tabela 3 — Niveis de concentragcdo dos AGs na curva analitica.

Nivel de concentra¢do AE (mmol L) EPA (mmol L) DHA (mmol L)
A 1,00 0,30 0,50
B 1,00 0,25 0,40
C 1,00 0,20 0,30
D 1,00 0,15 0,20
E 1,00 0,10 0,10

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

A Tabela 4 apresenta os sinais de resposta, ou seja, a razao entre o sinal de cada analito
e o PI em cada réplica, para a implementacao do modelo de regressao linear pelo método dos
minimos quadrados. Em seguida, a Figura 24 ilustra as curvas de calibracdo obtidas para a

determinagdo de EPA (Figura 24A) e DHA (Figura 24B).



Tabela 4 — Valores dos sinais de resposta para a implementagdo do modelo de regressao

linear pelo método dos minimos quadrados.

Nivel de

concentracio Area do EPA/Area do AE (mAU) Area do DHA/Area do AE (mAU)
1,62 2.95
A 1,57 2.99
1,53 3.40
1,49 2.48
B 1,39 2.44
1,51 2.75
1,22 2.02
C 1,07 1.93
1,08 1.81
0,96 1.25
D 0,94 1.14
0,94 1.08
0,82 0.60
E 0,71 0.72
0,83 0.72

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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Figura 24 — Curvas de calibracdo para determinagdo de (A) EPA e (B) DHA.
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

O método dos minimos quadrados foi utilizado para a obtencao das equagdes das curvas
analiticas, bem como os coeficientes de correlacdo para cada AG (Tabela 5). Nota-se que, os
valores dos coeficientes de correlagdo obtidos foram préximos de 1,0, indicando que existe uma
relacdo linear entre as variaveis x e y. Ademais, os pressupostos de homoscedasticidade,
autocorrelacdo e normalidade foram verificados pelo teste de Cochran, pelo teste de Durbin-
Watson e pelo teste de Shapiro-Wilk, respectivamente. Constatou-se que os erros aleatdrios

possuem variancia constante (C.gicuiado < Crabelado)> S€Ndo considerados homocedasticos, sdo
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independentes (Pyqi0r > 0,05), € que apresentam uma distribuicdo normal (W,qicuiado >
Wtabelado)-

Como os pressupostos ndo foram violados, a validade dos modelos matematicos e a
significancia estatistica das curvas analiticas ajustadas puderam ser testadas por meio da analise
de variancia. Constatou-se que os modelos poderiam ser utilizados para a quantificagao de EPA
e DHA em amostras de peixes uma vez que nao houve evidéncia de falta de ajuste (F.qicu1ad0 <

Frapelado) € que a linearidade entre as varidveis x e y foi considerada significativa (Foqcuiado >

Ftabelado)-

Tabela 5 — Parametros de linearidade para a determinacao de EPA e DHA por CZE-UV.

EPA DHA
Equagcdo da reta y = (4,175 + 0,263)x + (0,345 + 0,056) vy = (6,268 + 0,270)x + (0,004 + 0,090)
Coeﬁmentf: de = 0975 r = 0988
correlagdo
Ceatcutado = 0,397 Ceatcutado = 0,551
Teste de Cochran
Ctabelado = 0,684 Ciabelado = 0,684
Teste de Durbin-
Watson Pvator = 0,321 Pvaior = 0,129
. , Weaicutaao = 0,977 Weaicutado = 0,949
Teste de Shapiro-Wilk
Wtabetado = 0,881 Wiabetlado = 0,881
) Feaicutado = 3,03 Faicutado = 0,72
Teste da falta de ajuste
Frapetadgo = 3,71 Frapelado = 3,71
Teste da significancia Featcutado = 252,23 Feaicutaao = 537,89
da regressao
5 Frapetado = 467 Frapetado = 467

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

4.2.2 Precisao

Para avaliar a repetibilidade do método, as amostras de salmao diluida 1:10 em MeOH
e de sardinha diluidas 1:2 em MeOH foram injetadas seis vezes, sob as mesmas condi¢des de
medi¢do, ou seja, mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento usado sob as

mesmas condi¢des, mesmo local e repetigdes em um curto periodo de tempo.
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Como pode ser percebido na Tabela 6, os valores de RSD, calculados pela Equagao
11, foram menores do que 8% tanto para a area dos sinais dos AGs quanto para o tempo de

migracao em ambas as amostras, indicando que o método apresenta boa precisao.

Tabela 6 — Valores de RSD para o teste de repetibilidade para o experimento 14.

Amostras de salmao Amostras de sardinha

RSD — Area dos RSD — Tempo de RSD — Area dos RSD — Tempo de

sinais (%) migracao (%) sinais (%) migragao (%)
EPA 2,83 1,99 7,83 5,33
DHA 6,33 0,68 591 2,03

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

4.2.3 Exatidao

A exatidao do método foi avaliada por meio de ensaios de recuperagao com fortificagdo
das amostras de salmao e sardinha com padrdes analiticos de EPA ¢ DHA nas concentragdes
do nivel intermediario da curva analitica em triplicata. A Tabela 7 apresenta as concentragdes
e as porcentagens de recuperacdo médias determinadas para os AGs, calculadas a partir da
Equacao 12. Os resultados encontrados sao aceitaveis visto que a recuperagdo se manteve bem

proxima de 100%, com precisd@o menor do que + 15% (RIBANI et al., 2004).

Tabela 7 — Porcentagem de recuperagdo média para EPA e DHA nas amostras de salmao e

sardinha.
Amostras de salmao Amostras de sardinha
Recuperacao (%) Recuperacao (%)
EPA - 0,20 mmol L 101,01 + 10,55 104,30 + 3,17
DHA - 0,30 mmol L"! 91,23+ 9,58 93,96 + 7,05

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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4.2.4 Limites de detecciao e quantificacio

Os limites de deteccao e quantificagcdo, avaliados pela relagdo sinal-ruido e calculados
pela Equacao 13 e Equagao 14, estdo listados na Tabela 8. Nota-se que, todos os valores para
ambos 0s AGs foram menores do que as concentragdes do primeiro nivel de concentracao da

curva analitica, mostrando a sensibilidade do método proposto.

Tabela 8 — Valores de LD e LQ para EPA ¢ DHA nas amostras de salmao e sardinha.

Amostras de salmao Amostras de sardinha
LD (mmol L) LQ (mmol L) LD (mmol L) LQ (mmol L)
EPA 0,006 0,019 0,005 0,015
DHA 0,003 0,011 0,002 0,007

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

43  QUANTIFICACAO DE EPA E DHA EM AMOSTRAS DE SALMAO E SARDINHA
POR CZE-UV

Para quantificar EPA ¢ DHA nas amostras de salmdo e sardinha, utilizou-se o
coeficiente a da curva analitica construida para cada AG como Fp na Equag¢ao 10. Ambas as
amostras foram injetadas sob as condigdes otimizadas em triplicatas auténticas e as médias dos

resultados encontrados podem ser vistos na Tabela 9.

Tabela 9 — Resultados da quantificagao dos AGs em amostras de salmao e sardinha por CZE-

UVv.
Amostras de salmdo Amostras de sardinha
EPA (mg/100 g) 259,20 + 7,85 213,42 +5,23
DHA (mg/100 g) 414,99 + 25,00 408,00 + 9,62

Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo desenvolveu um método por CE para a determinagao de EPA e DHA
em amostras de salmao e sardinha, alcangando resultados significativos tanto no ambito
cientifico quanto no social. A identificacdo destes AGs no perfil lipidico das espécies marinhas
estudadas evidencia a riqueza nutricional e destaca a importancia de métodos analiticos precisos
para a avalia¢do da qualidade desses alimentos.

Um dos desafios enfrentados durante o desenvolvimento do método foi a comigragao
do EPA com o 4cido linolénico. Assim, a utilizagdo do planejamento Box-Behnken 3* para
otimizagdo das condigdes experimentais foi crucial para resolver a resolugdo deste par critico,
destacando a relevancia da concentragao de TBS tanto na resolugao quanto no tempo de analise.
Esse resultado ressalta a importdncia da escolha e ajuste adequado dos parametros
experimentais em CE para alcan¢ar uma separagado rapida e eficiente dos AGs.

Dois métodos distintos se destacaram ao longo do estudo. O primeiro método apresentou
alta eficiéncia de separacdo, permitindo confirmar a presenga do AA como um componente
minoritario no perfil lipidico das amostras. No entanto, ndo foi possivel determinar a
concentragdo deste AG pois se encontrava abaixo do limite de detec¢ao e de quantificagdo do
método. O segundo método, por sua vez, possibilitou a separacdo de EPA ¢ DHA em menos de
15 minutos.

A metodologia otimizada, através do planejamento Box-Behnken 3%, consiste, portanto,
em um eletrolito composto por 40 mmol L' de TBS (pH 9), 17 mmol L de Brij® 35, 33% v/v
de MeOH e 17% v/v de ACN; capilar TSP de 33,5 cm de comprimento total (25 cm de
comprimento efetivo), S0 um de d.i. e 375 um de d.e.; injecdo hidrodinamica de 25 mbar x 5 s;
voltagem de 27 kV; temperatura do cartucho de 30 °C; e deteccdo em 200 nm. O método foi
validado através de algumas figuras de mérito, como linearidade, precisdo, exatidao e os limites
de deteccdo e quantificacdo, confirmando a aplicabilidade do método para a andlise das
amostras e assegurando a confiabilidade dos resultados obtidos.

Do ponto de vista cientifico, o desenvolvimento desse método por CE representa um
avango significativo para analise de AGs. A eficiéncia, a simplicidade do preparo de amostra e
o baixo consumo de reagentes fazem com que esta técnica de separagdo seja promissora para
analises de rotina e futuras pesquisas na area de lipidios.

Em resumo, o método desenvolvido ndo apenas avanga o conhecimento cientifico sobre

a composi¢ao lipidica de salmao e sardinha, mas também possui implicagdes praticas e sociais
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significativas. Proporciona uma ferramenta confiavel para a anélise de AGs ®3, contribuindo
para a indistria alimenticia e promovendo escolhas alimentares mais informadas e saudaveis.
Por fim, vale destacar que, o trabalho realizado limitou-se ao desenvolvimento do
método que permite o estudo aprofundado desses analitos nas amostras de salmao e sardinha.
Os resultados alcangados nao devem ser tomados como representativos para a populacio dessas
duas espécies. Para isso, seria necessdria uma amostragem maior considerando fatores bidticos

e sazonais, o que foge do escopo proposto.
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ANEXO A - Créditos de disciplinas para integraliza¢cio do curriculo

Disciplina Créditos
Aplicacdes do Software R em Quimiometria e Quimica Ambiental 3
(PUC/Rio)
Planejamento e Otimizagdo de Experimentos (UFJF) 4
Quimica Analitica Avancada (UFJF) 4
Seminarios I 1
Estagio Docéncia | 1

ANEXO B - Carga horaria dedicada a Atividade Pratica Docente (Tutoria)

Disciplina de Graduacio Carga Horéria
Laboratorio de Analises Volumétricas 30
Laboratorio de Transformag¢des Quimicas 30

Laboratério de Quimica Analitica V 60
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ANEXO C - Artigos publicados e em desenvolvimento durante o Mestrado

1. Artigo publicado: Fatty acids analysis by capillary electrophoresis: fundamentals,
advantages and applications (DOI: 10.1002/elps.202300144).
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3. Artigo sob revisdo: Sample preparation approaching for investigation of fatty acids in
biological fluids and analysis by capillary electrophoresis: the art state and applications
Autores: Patricia Abranches Geraldo, Maria Patricia do Nascimento, Bruna Marchiori
Berlande, Jéssica Cordeiro Queiroz de Souza, Luiz Henrique Cantarino Adriano e

Marcone Augusto Leal de Oliveira.

4. Artigo em desenvolvimento: Multi-analytical techniques for chloroquine, primaquine,
hydroxychloroquine, and quinine analysis in pharmaceutical formulations: a
comparative study.

Autores: Jéssica Cordeiro Queiroz de Souza, Patricia Abranches Geraldo, Larissa dos

Anjos Castro, Paula Rocha Chellini ¢ Marcone Augusto Leal de Oliveira.
ANEXO D - Participacdo em projetos durante o Mestrado
1. Projeto: E integrante do projeto “Programa de monitoramento de gordura trans em
alimentos”, coordenado pelo Prof. Dr. Marcone Augusto Leal de Oliveira em parceira
com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
ANEXO E - Participacio em banca de Trabalho de Conclusiao de Curso
1. Titulo: Avaliacdo de descolorantes capilares e resisténcia dos fios de cabelo a processos

quimicos. 2024. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagdao em Curso de Farmacia) —

Universidade Federal de Juiz de Fora.



