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RESUMO

Os aglutinantes proteicos foram utilizados ao longo da historia para a confec¢éao de
diversos objetos do patriménio cultural e sua identificacéo fornece informacdes Uteis
para conservadores e restauradores. Dessa forma, o presente trabalho propde a
identificacdo da origem proteica dos aglutinantes através da determinacdo dos
aminoécidos glicina, prolina, hidroxiprolina, serina e tirosina por eletroforese capilar
de zona. O eletrélito de corrida utilizado foi constituido por 25 mmol L de histidina,
10 mmol L* de B-ciclodextrina e 180 mmol L de butilamina, em pH de 11,4. As
separacdes foram conduzidas em capilar de silica fundida, comprimento total de 64,5
cm (56,0 cm efetivo x 75 ym didmetro interno), em temperatura de 12,5 °C, com
deteccao indireta em 220 nm e direta em 240 nm. O método proposto foi validado
segundo protocolos da EURACHEM e do INMETRO. Os resultados de conformidade
indicaram que o sistema em andlise foi adequado para ser validado. As respostas
para os analitos foram lineares em uma faixa de 7,0 a 91,0 mg L, os limites de
deteccgdo variaram entre 0,507 e 1,95 mg L e os limites de quantificacdo entre 1,69
e 6,51 mg L. Arepetibilidade e preciséo inter-ensaio apresentaram, respectivamente,
valores menores que 13,3% e 10,1% para a razdo da area do sinal. A recuperacao de
trés niveis de concentracdes dos analitos adicionados em amostras de cola animal
mostraram recuperacdes entre 91,3 e 121,3%. Os resultados indicaram que nao
houve efeito de matriz na quantificacdo dos aminodcidos, exceto para a tirosina.
Assim, a quantificacdo dos aminoacidos sem efeito de matriz pdde ser realizada pelo
método de padronizacgdo interna. Foram analisadas amostras dos aglutinantes cola
animal, gema de ovo e caseina, as quais foram hidrolisadas com &cido sulfarico
seguido de neutralizacao e precipitacdo desse agente de hidrolise. O método proposto
mostrou resultados significantes para os parametros de validag&o, indicando potencial

para ser empregado em analises de amostras oriundas do patriménio cultural.

Palavras-chave: eletroforese capilar de zona, aminoacidos, aglutinantes proteicos,

patrimdnio cultural.
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1. INTRODUCAO

O estudo de bens culturais materiais, como obras de arte, permite a obtencao
de informacgdes importantes acerca do objeto para sua caracterizacao, preservagao e
restauro. Aglutinantes proteicos como a cola animal, a caseina e a gema de ovo,
foram usados amplamente para o preparo de bases de pintura, tintas e adesivos
utilizados em obras de arte. Através da andlise desses aglutinantes, diversos
aspectos da obra podem ser elucidados permitindo a avaliacéo do trabalho do artista,
0 mapeamento de técnicas de pintura e preparo de materiais desenvolvidos, bem
como a investigacdo de possiveis falsificacoes.

No processo de envelhecimento dos bens culturais as proteinas presentes
nestes materiais podem sofrer processos de degradacdo que dificultam a sua
identificacdo direta, mas sua composicdo basica de aminoacidos permanece a
mesma. Com isso, os aglutinantes podem ser diferenciados entre si com base na
analise do teor de seus aminoacidos, de modo que um método capaz de os determinar
configura uma ferramenta analitica de interesse para essa area.

Diversas técnicas sao utilizadas para a analise de aminoacidos em bens
culturais, muitas das quais possuem baixa frequéncia analitica, empregam sistemas
de deteccdo de alto custo, necessitam de grandes volumes de solvente e de um
preparo de amostra laborioso contemplando etapa mandatéria de derivatizacdo. A
técnica de eletroforese capilar surge como uma alternativa atrativa, por requerer baixo
volume de solvente e quantidades pequenas de amostra, apresentando vantagem na
analise de bens culturais, cuja disponibilidade € limitada.

Além disto, a versatilidade da modalidade de separacdo de eletroforese
capilar de zona empregando um detector de arranjo de diodos possibilita a
determinacdo de aminoacidos no modo de deteccéo direta, para os cromoforos, e
indireta, para os ndo cromoforos, pela selecdo adequada dos componentes do
eletrélito de corrida. Dentre as vantagens do detector pode-se incluir sua ampla
utilizacdo, baixo custo de manutencao e detectabilidade geralmente na ordem de mg
L,

Recentemente, no Laboratério de Eletroforese Capilar e Cromatografia

(LabECC) da UFSC, foi desenvolvido um método de eletroforese capilar de zona com
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deteccdo indireta, voltado para determinar colageno total pela quantificacdo de
hidroxiprolina (Hyp) em amostras de produtos carneos e suplementos. A simultanea
precipitacdo e neutralizacdo dos componentes usados na reacao de hidrélise permitiu
adequar as amostras para a analise pretendida. Embora utilizado para determinar
apenas um aminoacido, este método demonstrou capacidade promissora de separar
outros aminoacidos em amostras distintas.

Diante do apresentado, pretende-se adequar o método previamente
desenvolvido para avaliar os aminoacidos relevantes na identificacdo de diferentes
aglutinantes proteicos de uso artistico encontrados em amostras de bens culturais.
Para isto, o presente trabalho visa ajustar a separa¢cdo de um conjunto de
aminoacidos caracteristicos dos aglutinantes, validar e aplicar o método para

determinacdo dos aminoacidos em amostras de cola animal, gema de ovo e caseina.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Utilizac&o de aglutinantes proteicos em bens do patriménio cultural

As proteinas estdo presentes em diversos materiais de origem animal
utilizados em bens culturais, como manuscritos, pinturas e esculturas!. As colas de
origem animal sdo uma classe importante de aglutinantes encontrados em alguns
desses objetos, constituidas de colageno oriundo de mamiferos ou peixes?. Outros
aglutinantes de origem animal, como o ovo e a coalhada do leite, também foram
amplamente utilizados por varios artistas ao longo da histéria em conjunto com a cola
animal?2,

Esses aglutinantes eram aplicados na preparacéao de tintas, atuando como
dispersores de pigmentos visando sua adesdo e coesdo na superficie de pintura®.
Para isso os aglutinantes eram utilizados em sua forma pura ou misturados entre si e
a Oleos secativos. Além dessa finalidade, a cola animal foi extensivamente utilizada
para preparar as superficies de telas e madeira para receber a camada pictorica,
através de sua utilizacdo sozinha ou combinada a pigmentos brancos e gesso, além
de também ter sido empregada como adesivo para douramento de objetos®: °.

A identificacdo de aglutinantes permite a obtencéo de diversas informacdes
de interesse historico e artistico. Seu estudo pode auxiliar na compreensao de habitos
humanos em periodos remotos, como a descoberta da utilizacéo de leite no preparo
de tintas datadas de aproximadamente 49 mil anos, muito antes do inicio da
domesticacdo do gado’. A identificacdo da origem do aglutinante também possibilita
a obtencédo de dados relevantes sobre os bens artisticos para trabalhadores da area
de conservacdo e restauro, como as técnicas de pintura utilizadas pelo artista, a
autenticidade da obra, a presenca de um processo de restauracao prévio no trabalho
e a avaliacdo do método mais adequado para sua conservacdo® 8-11, Para efetuar a
identificacdo dos aglutinantes citados € imprescindivel conhecer sua composicao

quimica.
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2.2 Composicao quimica dos aglutinantes proteicos

As proteinas séo cadeias poliméricas de aminoacidos sintetizadas a partir de
vinte mondmeros distintos. S&o0 as macromoléculas mais abundantes e
funcionalmente diversificadas da natureza, permitindo a ocorréncia da maioria dos
processos fisiolégicos de um organismo!?. Elas se formam pela juncdo de
aminoacidos através de ligacdes covalentes denominadas ligacdes peptidicas e suas
estruturas podem ser hidrolisadas em seus aminoacidos constituintes.

Os aminoacidos comuns sado a-aminoacidos, apresentando um grupo
carboxila e um grupo amino ligados ao mesmo carbono (carbono a). Eles se
distinguem entre si conforme suas cadeias laterais, que podem variar em sua
estrutura e influenciam diretamente na solubilidade do composto'?. Exceto a glicina
(Gly), os demais aminoacidos comuns possuem quatro grupos diferentes ligados ao
carbono a, caracterizando assim um centro quiral e sendo opticamente ativos, com a
presenca de dois estereoisomeros cada.

As composicdes dos aglutinantes de origem animal sdo distintas entre si. A
cola animal é feita a base de tecidos conjuntivos de mamiferos e peixes, sendo
majoritariamente constituida por colageno, e pode ser encontrada com a
especificacdo do animal de origem ou como uma mistura de origem diversificada's. A
coalhada do leite, obtida por meio da acidificacdo do leite desnatado, € constituida
principalmente por caseina. Enquanto que esses dois aglutinantes séo definidos pela
presenca abundante de uma Unica proteina, o ovo, seja gema ou clara, dispde de
uma constituicdo proteica variada® 3.

A clara do ovo possui cerca de metade da sua composicdo proteica
constituida de ovalbumina, sendo o restante conalbumina e lisozima, e a gema é
composta por fosfovitina, a e B-lipovitelinas e a, B e y-livetinas®®. Apesar de possuirem
proteinas distintas, a clara e a gema nao apresentam diferencas qualitativas em
relacdo aos aminoacidos, apenas pequenas diferencas quantitativas® 3. O percentual
dos aminoacidos encontrados nos aglutinantes de origem animal pode ser observado

na Tabela 1.
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Tabela 1. Composicao percentual em massa de aminoacidos em aglutinantes de origem

animal.
Aminoacido Cola animal Gemade ovo Caseina
Glicina (Gly) 26,0- 27,4 3,5-4,9 1,7-3,8
Alanina (Ala) 10,3 - 13,8 5,6-8,0 2,7-44
Valina (Val) 25-4,2 6,4 - 8,6 7,2-9,6
Leucina (Leu) 3,7-55 9,2-13,8 9,0-11,5
Isoleucina (lle) 1,9-3,0 51-7,8 6,0-7,7
Prolina (Pro) 11,9-144 45-6,5 9-19,2
Fenilalanina (Phe) 2,3-29 3,9-6,7 51-5,6
Tirosina (Tyr) 1,0 28-45 46-55
Triptofano (Trp) 0 1,8-2,2 0
Serina (Ser) 35-43 9,1-13,4 30-4,6
Treonina (Thr) 2,3 5,6-8,6 2,7
Cistina (Cys) 0 16-19 0
Metionina (Met) 09-11 2,3-3,7 23-2,7
Arginina (Arg) 8,2 55-11,4 40
Histidina (His) 0,7 24-40 3,6
Lisina (Lys) 3,5-4,0 5,7-12,6 53-6,7
Acido aspartico (Asp) 56-6,9 11,5-155 6,1-9,2
Acido glutamico (Glu) 10,2 - 11,1 15,0 - 20,2 20,2 - 29,6
Hidroxiprolina (Hyp) 12,8 - 13,5 0 0
Hidroxilisina (Hyl) 1,2 0 0

Fonte: adaptado de Stuart (2007); Colombini, et al (2000); Fico, et al (2018); Attia, et al
(2020); Evans, et al (1949)%:14-16.25,

De acordo com os dados da Tabela 1, destacam-se alguns aminoacidos que
podem ser considerados marcadores de determinada proteina devido ao seu valor
percentual ou devido a estarem presentes em um Unico tipo de aglutinante. No
decorrer do envelhecimento de bens culturais, as proteinas podem passar por
processos de degradacdo, como a hidrélise parcial das cadeias polipeptidicas,
dificultando assim sua identificacdo direta’®. Apesar disso, sua composicéo basica de
aminoacidos é mantidal’. Assim, a identificacdo dos aglutinantes pode ser feita com
base na analise dos aminoacidos oriundos de um preparo de amostras empregando
reacdo de hidrélise das proteinas contidas nas amostras8 18-20,

Alguns aminoacidos possuem abundancia elevada na proteina, ou séo

ausentes, de modo que facilitam a diferenciacdo dos aglutinantes. O colageno se
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caracteriza por altos valores de Gly, Hyp e Pro, enquanto que as outras proteinas nao
apresentam Hyp em sua constituicdo. A gema de ovo apresenta a maior porcentagem
de Ser e a menor porcentagem de Pro. A caseina possui a maior porcentagem de Tyr,
além de apresentar a menor porcentagem de Gly. Portanto, esses aminoacidos
podem ser utilizados como marcadores para diferenciar a origem proteica dos

aglutinantes. As estruturas desses aminoacidos se encontram ilustradas na Figura 1.

Figura 1. Estruturas dos principais aminoacidos presentes nos diferentes tipos de

aglutinantes de origem animal.

Cola animal
0
. _
(@) (@] .
N
N2 Hy N
Gly” Pro " Hyp”

pKa-COOH = 2,32;
pKa-NHsz*= 9,78 ™

pKa-COOH = 1,85;
pKa-NHz* = 10,6 ™

pKa-COOH = 1,78;
pKa-NHz* = 9,82 ™

Gemade ovo Caseina
0 0
H3N o 5 +NH3
HO
* OH
Ser Tyr
pKa-COOH = 2,13; pKa-COOH = 1,85; pKa-OH = 9,10;
pKa-NHs* = 9,30 pKa-NHs*= 10,6 ™

Fonte: "adaptado de Nelson (2014)'? e PubChem?!, estruturas representadas com a

ionizacdo predominante em pH 7,0; “software Peakmaster®??,

Em virtude da presenca de hidrogénios dissociaveis relacionados aos valores
de pKa dos grupamentos carboxila (-COOH) e amina (-NH3s*) apresentados na Figura
1, pode ser observada a predominancia de carga positiva, negativa ou auséncia de

carga conforme o valor de pH do meio'?. Devido a este comportamento, 0s
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aminoacidos podem ser separados em suas formas positivas ou negativas por meio
de técnicas que exploram a mobilidade i6nica.

Para ter acesso aos aminoacidos em amostras proteicas, diferentes reacdes
de hidrélise podem ser realizadas, incluindo hidrélise acida, basica ou enzimética?s.
Alguns aminoacidos sdo suscetiveis a decomposicdo dependendo da hidrolise
empregada. No caso dos aminoacidos apresentados na Figura 1, a hidrdlise acida
pode ser utilizada sem problemas de degradacao durante o processo de preparo de
amostras.

Diversas técnicas analiticas séo utilizadas para determinar aminoacidos em
obras de arte, como cromatografia gasosa e cromatografia liquida acopladas a
espectrometria de massas'? 242%, cromatografia gasosa com deteccéo por ionizagéo
de chama?®, espectroscopia Raman!! 3! espectroscopia de absor¢cdo no
infravermelho médio3?, espectroscopia de refletancia na regido do infravermelho
proximo33, por ensaio imunoadsorvente ligado a enzima3# 3% 36 e eletroforese capilar®
19,2037 Os métodos mais utilizados nesse campo de estudo sdo os cromatograficos,
conhecidos por requisitarem o uso de grandes volumes de solvente e demandarem
um tempo maior de analise. Algumas metodologias ainda necessitam de um preparo
de amostra complexo, pois 0s aminoacidos precisam passar por um processo de
derivatizacdo para serem analisados.

A analise de aminoacidos em obras de arte envolve amostras de origens
distintas, disponiveis em pequenas quantidades e de constituicdo complexa, com a
necessidade de um resultado rapido e preciso para otimizar procedimentos de
restauracdo, conservacao e periciais. Assim, € necessaria uma analise que demande
pouca amostra, seja passivel de aplicagdo em amostras de constituicbes distintas,
com uma frequéncia analitica adequada e uma detecc¢ao sensivel e seletiva capaz de
detectar e quantificar os aminoacidos em uma mesma analise. Isto posto, a
eletroforese capilar se mostra como uma técnica analitica de interesse para o

desenvolvimento de novos métodos para a determinacdo de aminoacidos.
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2.3 Eletroforese capilar

A eletroforese capilar (CE, do inglés capillary electrophoresis) é uma técnica
gue opera pela separacdo de compostos neutros, ibnicos ou ionizaveis de forma
rapida e eficiente. A técnica exige pequenas quantidades da amostra, com volumes
de injecdo na ordem de nanolitros, e demanda de mililitros de solugdo contendo o
eletrélito de corrida (BGE, do inglés background electrolyte) empregado na analise.
Além de possuir uma instrumentacdo simples e um baixo consumo de reagentes e
amostras, a CE chama atencéo devido ao baixo custo operacional®®.

A CE comumente utiliza um capilar de silica fundida e possui diversos modos
de separacdo®®. Um dos modos mais utilizados devido a sua simplicidade e eficiéncia
€ a eletroforese capilar de zona (CZE, do inglés capillary zone electrophoresis),
caracterizada por ser uma técnica na qual a amostra € disposta como uma banda de
espessura pequena introduzida no meio tamponado do capilar*®. Para este modo de
separacao existe a possibilidade de utilizar um software de simulacdo para orientar o
desenvolvimento do método.

Essa ferramenta chama-se Peakmaster®, cuja programacao permite prever o
comportamento dos analitos e do BGE usados em CZE, apresentando um
eletroferograma simulado dos resultados??. O software fornece informacdes sobre os
parametros presentes no sistema de separacédo, como forca ibnica, pH e capacidade
tamponante, além de dados sobre o sinal de resposta para diferentes modos de
deteccdo e a tendéncia de um soluto apresentar alta disperséo por eletromigracao
(EMD, do inglés electromigration dispersion), causando deformag&o de sinal. O
software ainda conta com um banco de dados de moléculas que permite a reducao
do nimero de experimentos necessarios para o desenvolvimento do método e do
consumo de reagentes, o que configura outra vantagem a técnica.

Um fen6bmeno importante que ocorre na separacao em CE é a formacao de
um fluxo de solucdo no interior do capilar devido a aplicacdo de voltagem®. O
chamado fluxo eletrosmético (EOF, do inglés electroosmotic flow) varia conforme o
valor de pH do meio e da natureza da superficie do capilar utilizado. Os capilares
normalmente utilizados em CE séo feitos de silica fundida. Sua parede apresenta

grupos silandis (SiOH) passiveis de serem ionizados quando em contato com
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solugdes de pH em torno de seu pKa(5,9), atingindo carga negativa (SiO") e permitindo
a formacédo de uma camada de contra ions préxima a parede do capilar (H*)*.
Assim, a dupla camada elétrica formada cria uma diferenca de potencial
préxima a parede do capilar, gerando um potencial zeta*!. A aplicacdo de uma
diferenca de potencial no meio faz com que os cations solvatados com agua migrem

em direcéo ao catodo, gerando um EOF catédico como ilustrado pela Figura 23°.

Figura 2. Esquema de caracterizacdo da superficie de um capilar de silica fundida e
representacdo da migracdo de espécies carregadas positivamente em dire¢cdo ao catodo,

ilustrando o fluxo eletrosmotico catédico.

' | \ Parede
Sl Sl Sl Sl interna
0o oo 0o 0o do
+ + + + capilar
Anodo Camada compacta —> Catodo

(-]
+ + + +

Plano de cisalhamento e

Camada movel —>

+ + + +

Fluxo eletrosmotico (EOF)————

Fonte: adaptado de Queiroz e Jardim (2001)*.

O EOF ¢ altamente dependente do pH do eletrélito devido ao potencial zeta
ser governado pela ionizacéo dos grupos silandis da parede do capilar*?. O potencial
zeta que é gerado permeia todo o comprimento do capilar e produz assim uma
velocidade de fluxo uniforme sem gerar pressao.

Com o pH em valores acima de 9 os silandis ficam completamente ionizados,
produzindo um EOF de alta mobilidade. Com a velocidade eletrosmaética de grande
magnitude, o EOF é responsavel pela conducédo dos solutos, sem distingédo de carga,
em direcdo ao detector permitindo assim a analise simultdnea de compostos
distintamente carregados“3. Para analitos anidénicos, em um capilar normal a migracéo
ocorre de forma contra-eletroosmética, de modo que os analitos sdo conduzidos pelo
EOF até o detector.

O instrumento de CE pode possuir diversos sistemas de deteccdo, sendo

muito comum a utilizacdo de fotodetectores baseados na deteccdo por absorcao na
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regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)*:. O equipamento portando um detector de
arranjo de diodos (DAD, do inglés diode array detection) permite a analise dos sinais
dos analitos em diversos comprimentos de onda, de forma direta ou indireta. Na
andlise direta, analitos cromoéforos produzem sinais ao passarem pela janela de
deteccdo do instrumento conforme sua capacidade de absorcdo da radiacdo no
comprimento de onda analisado. Na andlise indireta, um composto cromoéforo é
utilizado no BGE e o0 analito desloca-o fisicamente ao passar pela janela de detecgéo,
produzindo um sinal proporcional a sua concentragdo no meio*. Uma grande
vantagem da deteccdo indireta é permitir a determinacéo de analitos ndo croméforos
sem necessidade de um processo de derivatizacdo, simplificando sua andlise e
processos de preparo de amostra.

Apesar das vantagens discutidas sobre a técnica de CE, poucos trabalhos
foram publicados demostrando métodos de analise de aminoacidos em bens
culturais® 1 20. 37 As metodologias apresentadas pela literatura descrevem a
utilizacdo da CE com detecc¢éao por condutividade ou espectrometria de massa para a
determinacdo de diferentes aglutinantes proteicos, demostrando uma lacuna na
literatura para metodologias alternativas por CE utilizando um sistema de detecc¢ao
mais difundido e aplicando-o0 a analise de patrimonio cultural. Apesar disso, podem
ser encontrados na literatura diversos métodos para a analise de aminoacidos por CE
em amostras de alimentos e matrizes biol6gicas*>-42,

Uma metodologia desenvolvida pelo doutorando Victor Rodrigues Alves, do
grupo de pesquisa do Laboratorio de Eletroforese Capilar e Cromatografia (LabECC),
para determinacdo de colageno total pela quantificacdo de Hyp em amostras de
produtos carneos e suplementos via CZE com detec¢do UV indireta, se apresentou
promissora para a separacao dos objetos de estudo do presente trabalho. O método
demonstrou seletividade adequada para grande parte dos vinte aminoacidos
avaliados como interferentes, sugerindo a possibilidade de andlise desses
aminoacidos. Desta maneira, este trabalho tem como propésito atestar, por validacao
analitica, a ampliacdo do escopo do método citado, a fim de determinar Pro, Hyp, Tyr,
Ser e Gly em aglutinantes de origem animal utilizados em patriménio artistico, visando

a obtencao de informacdes acerca de sua origem proteica.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Implementar e validar um método analitico por eletroforese capilar de zona
para determinacdo de aminoacidos em aglutinantes de origem animal utilizados na

elaboracao de obras de arte.

3.2 Objetivos especificos

e Empregar o software Peakmaster® na avaliacédo da aplicabilidade do método para
a analise dos aminoacidos alvo: Gly, Pro, Hyp, Ser e Tyr;

e Selecionar um padrédo interno adequado para a andlise das amostras utilizando a
base de dados de compostos do software Peakmaster®;

e Avaliar os parametros de mérito do método proposto incluindo linearidade,
seletividade, limite de deteccao, limite de quantificacéo, efeito de matriz, exatidao
e precisdo; implementar o método de preparo de amostras por hidrolise acida
empregando acido sulftrico;

e Aplicar o método proposto para a analise de aminoacidos em amostras de cola
animal, gema de ovo e caseina;

e Comparar as caracteristicas do método proposto com outros métodos descritos na

literatura.
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4. METODOLOGIA

4.1 Reagentes e solucdes

Para o desenvolvimento desse trabalho foram utilizados reagentes de grau
analitico. No preparo das solucdes foi utilizada dgua deionizada em sistema Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, USA), com resistividade de 18,2 MQ cm. Os padrbes de
aminoacidos explorados no método (Gly, Pro, Hyp, Ser e Tyr) foram provenientes da
marca Sigma-Aldrich (S&o Paulo, SP, Brasil). As solucbes estoque de cada
aminoacido foram preparadas em concentragcdo de 1000 mg L e armazenadas em
geladeira.

Os componentes do BGE utilizados foram His, B-ciclodextrina (B-CD) e
butilamina, todos da marca Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, SP, Brasil). Os compostos
acido N-ciclo-hexil-2-aminoetanossulfénico (CHES), acido 3-morfolinopropano-1-
sulfénico (MOPS), acido 3-(ciclo-hexilamino)-1-propanossulfénico (CAPS), &cido(S)-
2-amino-3-(3,4-di-hidroxifenil) propanoico (DOPA) e acido 2-[4-(2-hidroxietil)1-
piperazinil]-etanosulfénico (HEPES), todos da marca Sigma-Aldrich (Sado Paulo, SP,
Brasil), foram testados na selecdo do padrdo interno para a analise de aminoacidos.

Para o ensaio de seletividade foram utilizados os aminoéacidos Ala, Asn, Phe,
lle, Leu, Met, Thr e Val, todos provenientes da Sigma-Aldrich (S&o Paulo, SP, Brasil).
Na extracdo da caseina foram utilizados etanol da marca Dinamica (Jaragua do Sul,
SC, Brasil), éter etilico e acido acético glacial P. A. da marca Synth (Diadema, SP,
Brasil). Para a hidrdlise das amostras foi utilizado acido sulfurico da marca Vetec (S&o
Paulo, SP, Brasil). A neutralizagcédo dos hidrolisados foi feita utilizando carbonato de
estroncio da marca Dinamica (Jaragua do Sul, SC, Brasil). Para o condicionamento
dos capilares de silica foi utilizado solucdo de NaOH 1 mol L fornecida pela Agilent
Technologies (Palo Alto, CA, USA).

4.2 Instrumentacao

A realizacdo das separacdes eletroforéticas foi efetuada utilizado o
equipamento de CE modelo Agilent Technologies CE 7100 (Palo Alto, CA, USA)
equipado com DAD e controlado pelo software ChemStation®, disponivel no
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laboratorio de eletroforese capilar do Departamento de Quimica da UFSC. As
medidas de pH foram realizadas utilizando um pHmetro Hanna Instruments, modelo
HI1330B (Barueri, SP, Brasil), com eletrodo de referéncia de Ag/AgCIl. Para o preparo
de amostras foi utilizado estufa da marca De Leo, modelo DL SE 42 L. As amostras
hidrolisadas foram centrifugadas em Centrifuga Eppendorf MiniSpin Plus, (Hamburgo,
HA, Alemanha).

4.3 Softwares

O software Peakmaster® versdo 5.3 foi utilizado como ferramenta no
desenvolvimento do método para separacdo dos aminodcidos por CZE. Para o
tratamento dos dados foram empregados os softwares ChemStation®, GraphPad
Prism® 5, Microsoft Excel® 2016 e PAST® versao 4.03.

4.4 Condicbes experimentais para analise de aminoacidos por eletroforese

capilar de zona

As separacbes foram realizadas em temperatura controlada de 12,5 °C
utilizando um capilar de silica fundida com revestimento externo de poliamida,
comprimento total de 64,5 cm, efetivo de 56 cm e diametro interno de 75 pm,
provenientes da empresa Polymicro Technologies (Phoenix, AZ, EUA). Em seu
primeiro uso, o capilar foi condicionado com 30 min de NaOH 1 mol L™, 30 min de
agua e 15 min de BGE. Entre as injecfes o capilar foi lavado com BGE por 120 s.

Para as andlises, o0 BGE foi composto por 25 mmol L de His, 10 mmol L de
B-ciclodextrina e 180 mmol L* de butilamina, em pH de 11,4 (+ 0,05), preparado
diariamente antes das andlises. O BGE foi submetido a banho ultrassénico por 8 min
e percolado em filtros de seringa de polietersulfona (PES), com poros de 0,22 um, da
marca Kasvi. As condi¢cbes de separacao utilizadas incluem voltagem de 30 kV com
polaridade positiva na extremidade de injecdo, modo de deteccéo indireto no UV em
220 nm e deteccao direta no UV em 240 nm, e injecdo hidrodindmica das amostras

com presséo de 50 mbar durante 15 s.
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4.5 Amostras
4.5.1 Origem das amostras e extracdo da caseina

As amostras de cola animal e gema de ovo foram obtidas no comércio local.
A caseina utilizada no trabalho foi obtida utilizando o método adaptado de Patini,
Tripathi e Bosmia (2013)*° em amostras de leite desnatado, obtido no comércio local.
Foram adicionados 200 mL de leite desnatado e 100 mL de &gua deionizada em um
béquer sob agitacdo magnética. A acidificacdo do leite foi efetuada de forma lenta
com 2,5 mL de acido acético glacial, sob agitacéo, até que o sistema atingisse pH de
4,6. A caseina precipitada foi decantada e posteriormente submetida a filtracdo. Em
seguida, a caseina foi lavada com etanol 50% (v/v) e éter etilico, seguida de nova
filtracdo simples. O sélido obtido foi seco em estufa a 40 (x 5) °C por 48 horas. Por
fim, a caseina foi macerada em almofariz com pistilo para obtencdo de um po

finamente dividido.
4.5.2 Preparo das amostras por hidrélise das proteinas via acido sulfurico

As amostras foram hidrolisadas conforme procedimento adaptado da AOAC,
do inglés Association of Official Analytical Collaboration, método AOAC 990.26°.
Quantidades de 0,500 £ 0,01 g dos aglutinantes foram transferidos diretamente para
tubos de hidrélise com tampas. Foi adicionado um volume de 3,75 mL de &cido
sulfarico 3,5 mol L, cuidadosamente agitado e submetido a 105,0 + 1,0 °C por 16 h.
Os hidrolisados de amostra foram resfriados a temperatura ambiente, filtrados e
completados com a4gua até 5 mL em frascos volumétricos.

Um volume de 200 pL de aliquotas de hidrolisados de aglutinantes foram
transferidos para eppendorfs de 2 mL, contendo 105 mg de carbonato de estréncio
necessario a neutralizacéo e precipitacdo dos componentes utilizados na hidrélise. As
suspensdes foram centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi

reservado para analise no sistema CE.



28

4.6 Parametros analiticos de mérito

Os protocolos de validacdo de métodos analiticos que foram seguidos para
andlise de aglutinantes no trabalho foram os disponibilizados pela EURACHEM®! e
pelo INMETRO®2, Foram examinados parametros analiticos como conformidade do
sistema, limite de deteccgéao e limite de quantificacdo, linearidade, seletividade, efeito

de matriz, exatidao e preciséo.
4.6.1 Conformidade do sistema

Para a analise da conformidade do sistema foram realizadas dez injecdes
consecutivas de uma mesma solucdo padrdo dos aminoacidos e padrao interno,
ambos em concentracdo de 25,0 mg Lt. O parametro avaliado foi o coeficiente de
variacao (CV), calculado usando os resultados de razdo do sinal de cada analito pelo
sinal do padréo interno. Ainda, foi avaliada a conformidade do sistema com a presenca

de frascos contendo o BGE de 0,75 mL e 1,5 mL no equipamento de CE.
4.6.2 Seletividade

A seletividade foi avaliada com o auxilio do software Peakmaster®
considerando os aminoacidos como interferentes principais. Esta foi seguida pela
conferencia experimental analisando os analitos em conjunto com os aminoacidos
interferentes, adicionando individualmente solu¢des padréo de cada aminoé&cido para
sua identificacdo no eletroferograma. Estes resultados foram comparados com

eletroferogramas preliminares das amostras reais de aglutinantes®2.
4.6.3 Limite de deteccao e limite de quantificacao

O limite de deteccédo (LD) do método foi estabelecido através da relacéo de
trés vezes a razéao sinal ruido e o limite de quantificacao (LQ) foi estabelecido através
da relacédo de dez vezes a razdo sinal ruido®2. Os valores foram calculados através
da média obtida de triplicatas de injecado dos analitos e padrao interno, ambos em
concentragdo de 25,0 mg L.
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4.6.4 Linearidade

A linearidade foi avaliada por curvas de calibracdo aquosas com
padronizacao interna construidas em triplicata, possuindo seis niveis distribuidos em
concentracdes crescentes dos analitos dentro da faixa de 7,0 mg Lta 91,0 mg Le
mantendo a concentragdo do padréo interno constante em 25,0 mg L. A linearidade
foi reportada pelo coeficiente de determinacdo (R?) obtido pelo método dos minimos
quadrados ordinarios (MMQO). Foi avaliada a presenca de valores anémalos pelo
gréafico de residuos e a possibilidade de sua excluséo foi considerada pelo teste de

Grubbs calculado pela Equacao 1.

(Equacéo 1)

Legenda: ¥ - média das replicatas; x; - replicata suspeita de ser o ponto discrepante; s -

desvio padréo das replicatas. Fonte: adaptado de Grubbs (1969)%.

A avaliacdo de ajuste do modelo linear e a significancia da regresséo linear

foi efetuada pelo teste F (a = 0,05) através da utilizacdo das Equacdes 2 e 3,

respectivamente.
__ MQfa ~

F = Moep (Equacéo 2)
__ MQR o

F = or (Equacéo 3)

Legenda: MQfa - média quadrada da falta de ajuste; MQep - média quadrada do erro puro;
MQR - média quadrada da regressao; MQr - média quadrada do residuo. Fonte: adaptado
Bruns, Scarminio e Neto (2006)%.

Por fim, foi verificada a premissa de normalidade com o teste de Shapiro-Wilk
(a = 0,05)%.

4.6.5 Estudos de efeito de matriz

A avaliacdo do efeito de matriz foi realizada por comparagdo entre 0s
coeficientes angulares das curvas de calibragdo com padronizacao interna e as

curvas de adicado de padréo para a matriz de cola animal, ambas em triplicata e na
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faixa de trabalho supracitada, com padrao interno em concentracdo constante de 25,0
mg L. O efeito de matriz foi avaliado estatisticamente pelo teste F e pelo teste t de
Student (a = 0,05)%6.

4.6.6 Precisao

A preciséo foi determinada em termos da preciséo instrumental, repetibilidade
e precisao intermediaria. A precisao instrumental foi avaliada preparando uma solugéo
padrdo em concentracdo de 49,0 mg L? e injetada nove vezes. Para o célculo da
repetibilidade foram preparadas trés replicatas reais de solucdes dos padrbes em trés
niveis de concentracdo da calibracdo externa distribuidos dentro da faixa linear (7,0
mg L%, 49,0 mg L e 91,0 mg L!) e analisados no mesmo dia. A preciséo intermediaria
foi verificada pela andlise de trés replicatas de solugédo padrdo nos mesmos trés niveis
de concentracdo mencionados, sendo injetados em trés dias diferentes. Os resultados

foram expressos em termos do CV para a razéo de area e tempo de migragdo®:.
4.6.7 Exatidao

A exatidao foi avaliada por ensaios de recuperacao. Foram realizadas adicdes
de solucbes padrdo dos analitos na amostra de cola animal em trés niveis de
concentragdo distribuidos dentro da faixa linear (21,0 mg L, 63,0mgLte 91,0 mg L
1), com trés réplicas auténticas de cada nivel®. A recuperacgéo foi calculada com a

Equacéao 4.

REC (%) — Camostra fortificada_camostra nio fortificada x 100

(Equacéo 4)

Cadicionada

Fonte: adaptado de Magnusson e Ornemark (2014)°.
4.7 Seguranca no laboratério

O retorno presencial ao laboratério de pesquisa foi feito com o cumprimento
de praticas de biosseguranca para evitar o contagio de COVID-19, como o
distanciamento social e a utilizagcdo de mascara nos ambientes da UFSC. Durante
todos os procedimentos no laboratorio foram utilizados equipamentos de protecao

individual como jaleco, luvas e 6culos de protecédo. Boas préticas de vestimenta foram
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necessarias para o andamento seguro dos experimentos, como uso de sapatos
fechados e calcas longas. As solucdes foram preparadas em capela com exaustor
ligado para evitar contaminacdes e intoxicagéo por parte do aluno.

Os residuos produzidos foram descartados em recipientes inertes especificos
para a coleta de solucdes aquosas e solu¢des organicas, e 0s materiais descartaveis
contaminados como ponteiras, luvas, micro frascos e capilares quebrados foram
alocados em recipientes particulares. Ambos foram armazenados até a coleta por
empresa responsavel pelo descarte dos residuos da UFSC. Solucdes de pH acido ou

basico forma neutralizadas previamente antes do descarte.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Separacao dos aminoacidos por eletroforese capilar de zona
5.1.1 Composicdo do eletrolito de separacéao

Para confirmar que as condi¢bes do método desenvolvido pelo doutorando
Victor Rodrigues Alves podem separar adequadamente os aminoacidos alvo do
presente trabalho, as condi¢cdes foram reproduzidas em simulacdes utilizando o
software Peakmaster®. Foi preciso identificar se a regido de pH do método permite
gue os analitos apresentem mobilidades distintas entre si para que possam ser
separados em uma analise sem interferéncias advindas da comigracdo. A fim de
determinar a faixa de pH em que os aminoacidos possuem a maior diferenca de
mobilidade para gerar o melhor perfil de separacdo foram construidas curvas de
mobilidade efetiva versus pH. Os célculos de mobilidade efetiva foram realizados

utilizando as Equactes 5 e 6.

A+ —_ “O!A+ E . 5

Herf ~ 1+10 (PH - pka) (Equacéo 5)
- ”O'A_ =

/"eff'A ~ 1410 (Pka-pH) (Equacéao 6)

Fonte: adaptado de Poole (2003).

A Leff representa a mobilidade efetiva e a o a mobilidade eletroforética do
analito. A Leff esta relacionada ao equilibrio ibnico das espécies e, como conseguinte,
ao seu grau de ionizacdo adquirido em determinado pH. Os valores de mobilidade
eletroforética para os analitos e os componentes do BGE foram retirados do banco de
dados do software Peakmaster® e se encontram listados na Tabela 2. A relacao

gréfica entre pets em diferentes valores de pH encontra-se na Figura 3.
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Figura 3. Grafico de variacao da mobilidade efetiva dos aminoacidos e componentes do BGE

em funcéo do pH (a) com faixa de pH variando de 0 a 14 e (b) com restricdo a faixa de pH de
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Peakmaster®2,
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Tabela 2. Mobilidades eletroforéticas dos aminoacidos estudados e dos componentes do

eletroélito de corrida.

Mobilidades ibnicas

Funcéo no método Composto pKa
(10°m2Vvis?
Gly 2,32;9,78 39,5;-37,4
Pro 1,85; 10,6 35,8; 29
Analitos Hyp 1,78; 9,82 32,7;-30,1
Ser 2,13; 9,30 33,4;-33,6
Tyr 2,18;9,10; 10,19 26,3; -20,0; -40,0
His 2,01; 6,04; 9,33 47,5; 26,8; -28,3
BGE
Butilamina 10,6 37,7

Fonte: dados disponiveis no software Peakmaster®?,

A curva de mobilidade efetiva dos aminoacidos indicou que na regiao de pH
entre 9 e 14, as mobilidades dos analitos possuem maior distingéo entre si do que na
regido de pH &cido, entre zero e 3,5. Na faixa basica, acima de pH 11,2, as
mobilidades dos analitos apresentam valores constantes, o que assegura o equilibrio
guimico deslocado para a predominancia dos analitos em uma Unica espécie. Nessa
faixa de pH os aminoacidos encontram-se carregados negativamente e a separacao
eletroforética em um capilar de silica ocorre no modo contra eletrosmético, no qual os
analitos estdo submetidos a um EOF de alta mobilidade positiva (+55 10° m2 V-1 s1),
sendo dessa forma conduzidos pelo EOF em direcdo a janela de deteccdo do
capilar®?.

A avaliacdo do perfil de mobilidade efetiva versus pH para os aminoacidos
alvo demonstrou que em um valor de pH préximo de 11,2, ou ligeiramente superior,
seria ideal como condi¢do de compromisso. Para obter um BGE com valores de pH
superiores seria necessaria uma quantidade de butilamina elevada, o que aumentaria
a forca ibnica do BGE e, consequentemente, a corrente elétrica do sistema
contribuindo para o efeito Joule pronunciado comprometendo os sinais dos analitos*3.

Os componentes do BGE, além de retornarem a condi¢gdo de pH apropriada

também precisam conter caracteristicas que viabilizem a deteccdo. Com relacdo aos
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analitos, a Tyr possui em sua estrutura grupos croméforos, enquanto que a Gly, Pro,
Hyp e Ser ndo absorvem no UV. Desse modo, a sele¢do do co-ion do BGE baseou-
se na caracteristica de absorcédo no UV permitindo a detecc¢éo indireta dos analitos
ndo cromoforos em um dado comprimento de onda. Ao mesmo tempo, esse co-ion
precisa propiciar a deteccéo direta do analito croméforo em um comprimento de onda
diferente da deteccdo indireta. Além disso, para obtencdo de sinais simétricos, a
mobilidade ideal para o co-ion precisa ser préxima a mobilidade efetiva média dos
principais aminoacidos alvo, a fim de minimizar a EMD. O co-ion que atendeu as
caracteristicas supracitadas foi a His, permitindo a deteccao indireta dos analitos em
220 nm.

O contra-ion presente no BGE deve ser um composto sem grupos cromoforos
na estrutura, para néo interferir no sinal obtido dos analitos, e que promova uma
capacidade tamponante adequada na regido do pH selecionado. Diante disso, o
contra-ion sugerido foi a butilamina, a qual apresenta pKa de 10,6%%, o que ira
assegurar uma capacidade tamponante apropriada para o pH do BGE que sera
utilizado na separacao dos aminoacidos.

Da simulacdo das propor¢cbes dos componentes do BGE pelo software
Peakmaster® parametros como pH, forca ibnica, capacidade tamponante,
condutividade e EMD dos analitos foram avaliados. O gréfico que contém esses
parametros simulados com butilamina fixa em 180 mmol L* e variando a concentracdo

de His esté apresentado na Figura 4.
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Figura 4. Resultados da avaliacdo dos parametros do método de separacéo dos aminoacidos
usando o software Peakmaster®. Condi¢cdes experimentais usadas na simulagdo com o
Peakmaster®: capilar com 64,5 cm de comprimento total (56 cm efetivo x 75 ym didmetro
interno), deteccdo indireta, concentracdo de butilamina fixa em 180 mmol L e voltagem
aplicada de 30 kV.
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Fonte: dos autores, 2022.

Na Figura 4, a avaliacdo dos parametros revela que a condutividade
permaneceu constante e em valores aceitaveis independente da composi¢céao do BGE.
O pH variou dentro da faixa definida como ideal para a boa resolugéo dos analitos em
todas as composicGes avaliadas. Entre valores de 22 a 36 mmol L de His, a Gly,
Pro, Hyp, Ser e Tyr apresentam valores de EMD menores que 3,0, cujos sinais
analiticos sdo considerados simétricos®® Uma relacéo linear com a concentragdo de
His foi observada para a capacidade tamponante e a forga idnica, de maneira que 0s
valores adequados foram, respectivamente, de maior e menor magnitude, para
garantir a caracteristica de tampdo do BGE ndo comprometendo a separacdo em

termos de elevada corrente e efeito Joule, que implicaria na inviabilidade da anélise.
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Assim, a condicdo de compromisso foi verificada em concentragdo de 25 mmol L de
His.

5.1.2 Eletroferogramas experimentais e simulados e a selecéo do padrao interno

Uma andlise experimental nas condigbes simuladas no software
Peakmaster® foi realizada. A metodologia desenvolvida pelo doutorando Victor
Rodrigues Alves reporta a utilizacdo da temperatura de 12,5 °C e adicdo de 10 mmol
L' de B-CD no BGE, dois fatores ndo simulaveis no Peakmaster®, e uma andlise
experimental com essas condi¢cdes também foi realizada. O eletroferograma simulado
utilizando o software encontra-se na Figura 5a e os eletroferogramas experimentais
contendo os analitos em condi¢cdes simuladas e ndo simulaveis, se encontram nas
Figuras 5b e 5c respectivamente.

A avaliacao dos resultados da simulagéo via software (Figura 5a) indica uma
boa performance do método em separar os aminoacidos de interesse em um tempo
razoavel de separacao. Do eletroferograma experimental, nas mesmas condicdes da
simulacéo (Figura 5b) foi possivel observar que a ordem de migracdo dos analitos foi
distinta somente para o padrao interno e a Pro, indicando o importante papel da
ferramenta Peakmaster®. O eletroferograma da Figura 5b, a 20 °C, demostrou falta
de resolucédo dos sinais da Ser e Gly, além de instabilidade na linha base para
deteccdo direta e indireta, enquanto que o eletroferograma experimental com
temperatura de 12,5 °C e adicdo de 10 mmol L* de B-CD no BGE (Figura 5c)
demostrou melhor resolucéo e eficiéncia dos sinais, além de estabilidade da linha
base.

O fato de o método ter sido previamente desenvolvido para a determinacao
exclusiva da Hyp fica evidente ao visualizar os aminoacidos que migram antes e
depois de seu tempo e que possuem, respectivamente, distor¢cdes frontais e caudais,
e ainda assim podem ser considerados simétricos e adequados para inferéncias

guantitativas.
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Figura 5. (a) Eletroferograma simulado com o software Peakmaster®; padréo interno e
analitos em concentragdo média, mobilidade do EOF de 50 10° m2 V! s, capilar de 64,5 cm
(56 cm efetivo), detecgédo indireta e direta, BGE composto por 180 mmol L de butilamina e
25 mmol L?! de His, voltagem aplicada de 30 kV e pH de 11,4. (b) Eletroferograma
experimental dos analitos em temperatura de 20 °C com capilar com 64,5 cm de comprimento
total (56 cm efetivo), deteccdo indireta em 220 nm e deteccdo direta em 240 nm, BGE
composto por 180 mmol L de butilamina, 25 mmol L** de His, injecéo hidrodinamica com 50
mbar por 15 s, voltagem aplicada de 30 kV, pH de 11,4, padrdo interno e analitos injetados
na concentracdo de 25 mg L™ (c) eletroferograma usando as mesmas condigcoes
experimentais descritas, porém em temperatura de 12,5 °C com 10 mmol de $-CD no BGE.
Legenda: 1 — HEPES, 2 — Pro, 3 — Hyp, 4 — Tyr, 5 — Ser, 6 — Gly.
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A metodologia desenvolvida pelo doutorando Victor Rodrigues Alves reporta
a reducdo de temperatura e presenca de B-CD no BGE como necessarias para o
alcance de resultados apreciaveis de separacdo, aumentando a qualidade dos sinais
dos analitos e evitando a comigracdo de aminoacidos interferentes. De fato, a adicao
de outros aminoacidos nas condi¢cdes sem aditivos ndo permitiu a identificacdo de
todos os analitos, devido a presenca de comigracdo das espécies. Os

eletroferogramas que ilustram este experimento se encontram na Figura 6.

Figura 6. (a) Eletroferograma dos analitos e aminoacidos interferentes em temperatura de 20
°C usando capilar com 64,5 cm de comprimento total (56 cm efetivo), detecgéo indireta em
220 nm e deteccdo direta em 240 nm, BGE composto por 180 mmol L de butilamina e 25
mmol L* de His, injecdo hidrodinamica com 50 mbar por 15 s, voltagem aplicada de 30 kV,
pH de 11,4, padrdo interno e analitos injetados na concentracdo de 25 mg L e (b)
eletroferograma usando as mesmas condigbes experimentais descritas, porém em
temperatura de 12,5 °C e com 10 mmol de B-CD no BGE. Legenda: 1 — Pro, 2 — Phe, 3 —
HEPES, 4 - Leu, lle e Val, 5 — Hyp, 6 — Met, 7 — Ala, 8 — Tyr, 9 — Thr, 10 — Asn, 11 — Ser, 12

— Gly.
a)
500 ]
5 400 " ﬂ
< 300, 8‘ |
= 200 M
£ ] 2 9 10 11
& 100 \ [ 3 4 5+6 7 o
01 Q O
1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (min)
b) 100 | \
75
50 o)
=) 25 L ‘ f
—
3 25 3| 5 ls
c 4
%) -50
-75
-100 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tempo (min)

Fonte: dos autores, 2022.
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A Figura 6a demonstra o comprometimento da identificacdo da Hyp devido a
presenca de comigracdo com a Met enquanto que a Figura 6b apresenta a auséncia
de comigracdo com o0s analitos, além de ser observada uma melhora na resolugéo
dos sinais e na linha de base do eletroferograma, corroborando a eficacia da reducao
de temperatura e adicao de -CD.

Apos a avaliacdo da aplicabilidade do BGE para os analitos selecionados foi
necessario definir o padréo interno para auxiliar na reprodutibilidade das analises, e 0
software Peakmaster® foi utilizado durante essa selecdo. Para a escolha de um
padrao interno adequado deve ser levado em conta que 0 mesmo precisa possuir
caracteristicas semelhantes aos analitos, como ndo absorver no UV, possuir uma
baixa EMD na separagdo, estar carregado negativamente no pH do sistema e ter
mobilidade eletroforética préxima a dos analitos, a fim de migrar em tempo proximo a
eles. Além disso, é imprescindivel que o padréo interno ndo esteja presente na matriz
das amostras analisadas para que ndo haja qualquer tipo de interferéncia que
prejudique a calibracédo do método®°.

Os eletroferogramas obtidos na avaliacdo do padréo interno demostraram
gue, dentre os compostos analisados, apenas o HEPES ndo apresentou comigracao
com nenhum sinal proveniente das amostras, sendo este escolhido como padréao
interno. Dessa forma, apds avaliar as condicfes de separacao dos analitos e o padréo
interno adequado ao método, os resultados se apresentaram promissores para a
andlise dos cinco aminoacidos de interesse e se fez necessario a continuidade de seu

estudo através de ferramentas de validacdo analitica.

5.2 Parametros analiticos de mérito
5.2.1 Conformidade do sistema

A avaliagdo da conformidade do sistema foi realizada antes dos
procedimentos de validagcédo para averiguar o funcionamento do sistema de analise e
garantir sua capacidade de fornecer resultados confiaveis®2. Os resultados de CV para
a razdo de tempo de migracao e razdo de area do sinal dos analitos, respectivamente

pelo tempo e area do padrdo interno, se encontram na Tabela 3. A aplicabilidade de
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recipientes que contém o BGE utilizados durante as inje¢cdes, com volume de 0,75 mL

e de 1,5 mL, também foi estudada.

Tabela 3. Coeficiente de variacdo de dez inje¢cdes consecutivas da solucéo contento padréo

interno e analitos.

CV (%) 2
Analitos _ _ .
Area do sinal Tempo de migracao
Gly 2,70° 4,39°¢ 1,49° 1,71°
Hyp 6,13° 2,17°¢ 0,57° 0,49°¢
Pro 15,61° 2,62°¢ 0,79° 0,85°
Ser 11,62° 3,64°¢ 0,86° 1,40°¢
Tyr 3,59°P 2,96°¢ 1,14° 0,77¢

2 Coeficiente de variacdo calculado através da equacao: CV = (P/U) x 100, em que P é o
desvio padrdo absoluto e U é a média aritmética das razdes de areas dos compostos
analisados pela area do padrao interno ou média aritmética do tempo de migracdo dos
compostos pelo tempo de migracdo do padréo interno; ® Resultados utilizando recipientes de
0,75 mL; ¢ Resultados utilizando recipientes de 1,5 mL. Fonte: dos autores, 2022.

Os resultados de CV para recipientes de 1,5 mL foram melhores que 4,39%
para razdo de area, representando um aprimoramento significativo em relacdo ao
mesmo parametro avaliado quando os recipientes sdo os de menor volume. Enquanto
que, para a razao dos tempos de migracao, a diferenca nao foi substancial variando
o volume do recipiente. A utilizacdo de recipientes com maior volume reduziu o
impacto da eletrélise, fenbmeno que reduz a capacidade tamponante do eletrdlito,
gerando alteracdes no pH®°.

A ocorréncia de eletrdlise pode alterar a mobilidade dos analitos e seus
tempos de migracdo, além de prejudicar a obtencdo de eletroferogramas com boa
resolucao apos injecdes consecutivas. Diante dos resultados, optou-se pela utilizagao
de recipientes para o BGE com 1,5 mL. Como todos os valores de CV para os analitos
foram apropriados, os resultados do ensaio demonstram que o método de analise foi

adequado para o prosseguimento com a validagdo®?.
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5.2.2 Seletividade

ApoOs o tratamento das amostras com um processo de hidrdlise acida, os
interferentes dos analitos sdo os demais aminoacidos naturalmente encontrados nas
matrizes estudadas. Os aminoacidos que sofrem degradagdo com 0 processo de
hidrélise utilizado e ndo foram adicionados ao ensaio sdo o Trp, a Met e a Cys,
enquanto que Asp, Glu e Arg ndo foram adicionados pois esses ndo migram dentro
da janela de separacdo dos demais analitos. A seletividade foi avaliada em 220 nm
pois apenas o analito Tyr, dentre todos os aminoacidos analisados, apresenta sinal
em 240 nm.

Através de uma anélise com os aminoacidos interferentes, o eletroferograma
apresentado na Figura 6b foi obtido, com o qual foi possivel observar o nao
comprometimento da andlise, pois ndo houveram comigracdes com os analitos, de
modo que o método se apresenta seletivo para os aminoacidos alvo. E atribuida a
importancia de o método utilizar baixa temperatura e conter a presenca de 3-CD no
BGE, a fim de impedir a ocorréncia de comigracdo com os analitos (Figura 6a) e

melhorar a resolucao do eletroferograma obtido.

5.2.3 Limite de deteccéao e limite de quantificagéo

Os valores de LD e LQ obtidos pela razdo sinal/ruido dos eletroferogramas

encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Valores de LD e LQ obtidos através da relacdo sinal/ruido dos eletroferogramas

das separacdes dos analitos.

Analitos LD (mg L™ LQ(mgL?
Gly 1,95 6,51
Hyp 1,18 3,94
Pro 1,53 5,10
Ser 1,55 5,17
Tyr 0,507 1,69

Fonte: dos autores, 2022.
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Observa-se pela Tabela 4 que os valores obtidos de LD foram abaixo de 1,95
mg L e os valores obtidos de LQ foram abaixo de 6,51 mg L. Esses valores sdo
adequados para a quantificacdo dos analitos nas amostras, uma vez que eles se

apresentam em concentragdes relativamente elevadas.
5.2.4 Linearidade

A partir dos resultados obtidos pelas curvas de calibracdo com padronizacao
interna dos analitos, foram gerados gréaficos de regresséo linear, cujos dados se

encontram dispostos na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados da linearidade das curvas de calibracdo com padronizagao interna para

os analitos.

Analitos

Parametros @
Gly Hyp Pro Ser Tyr

Linearidade - Faixa de calibracdo (mg L™) 7-91 7-91 7-91 7-91 7-91
Linearidade - Inclinacéo (L mg ) 0,053 0,028 0,029 0,040 0,026
Desvio padréo - Inclinacdo 0,002 0,001 0,001 0,002 0,001
Linearidade - Intercepto -0,126 -0,098 -0,027 -0,172 -0,116
Desvio padréo - Intercepto 0,136 0,060 0,041 0,107 0,069

Linearidade - Coeficiente de determinacdo (R?) 0,993 0,995 0,996 0,992 0,992

2 Curva analitica construida em seis niveis de concentragcdo, cada ponto preparado em

triplicata e corrigido pela area do padrao interno. Fonte: dos autores, 2022.

O coeficiente de determinacdo (R2) das cinco curvas de calibracéo
apresentaram valores superiores a 0,99, o que € adequado ja que o valor tedrico ideal
de R2 é 1%, Da avaliacdo da distribuicdo dos residuos da regresséo linear, os quais
se encontram no Apéndice B, foi observado que a distribuicdo tem perfil aleatério e
variancias constantes, comprovando sua homoscedasticidade®?. A verificacdo de
possiveis valores discrepantes (outliers) através do teste de Grubbs, confirmou a
auséncia de outliers.

A avaliacdo de ajuste do modelo linear aos dados foi efetuada pelo teste F,

e os resultados encontram-se no Apéndice B. Os valores de Fcalculado fOram menores
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que Frabelado, de modo que a hipotese nula que atesta que o0s residuos possuem
variancia equivalente pode ser aceita, garantindo que ha ajuste do modelo linear.
Ainda, para avaliacdo da significAncia da regressdo linear, como os valores de
Fcalculado foram maiores que Frabelado, @ hipotese nula que atesta ndo haver correlagcédo
linear significativa entre as variaveis pode ser rejeitada, ou seja, a inclinacdo da curva
obtida ndo é nula. Do teste de Shapiro-Wilk foi avaliada a normalidade dos residuos
e os resultados séo apresentados no Apéndice C. Foi observado que os valores de
Woealculado foram maiores que os valores de Wrabelado, de modo que a hipétese nula
pode ser aceita, indicando que os dados provém de uma distribuicdo normal.

Os residuos das regressfes dos analitos seguiram as premissas de
distribuicdo normal e homocedastica, e foram comprovados o ajuste do modelo linear
e a significancia da regressao, de modo que pode ser afirmado que as curvas

analiticas séo lineares no intervalo de 7,0 a 91,0 mg L.
5.2.5 Estudos de efeito de matriz

A partir dos resultados obtidos pelas curvas de adicdo de padrao, foram

gerados graficos de regressao linear e os dados se encontram dispostos na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados da linearidade das curvas de calibracdo com adicdo de padréo para os

analitos.

Analitos
Parametros @

Gly Hyp Pro Ser Tyr

Linearidade - Faixa de calibracdo (mg L?) 7-91 7-91 7-91 7-91 7-91
Linearidade - Inclinagéo (L mg ) 0,055 0,028 0,031 0,042 0,054
Desvio padrao - Inclinacdo 0,003 0,001 0,001 0,001 0,002
Linearidade - Intercepto 2,0 0,65 0,68 0,21 -0,031
Desvio padréo - Intercepto 0,15 0,031 0,059 0,036 0,12

Linearidade - Coeficiente de determinacdo (R?) 0,991 0,998 0,995 0,999 0,994

@ Curva analitica construida em seis niveis de concentracdo, cada ponto preparado em

triplicata e corrigido pela area do padrao interno. Fonte: dos autores, 2022.
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O coeficiente de determinacdo (R2) das cinco curvas de calibracao
apresentaram valores superiores a 0,99. A partir das curvas de calibracdo foram
gerados graficos de residuos para avaliacdo da sua distribuicdo, os quais se
encontram no Apéndice D. Analisando os graficos € possivel observar que a
distribuicdo dos residuos € aleatdria, de modo que suas variancias sdo constantes.
Também foi efetuada a verificagdo de possiveis outliers através do teste de Grubbs,
no qual foi confirmada a presenca de um outlier referente a uma das triplicatas para a
Ser no nivel de concentracdo de 35,0 mg L' Dessa forma, a avaliagdo dos
parametros estatisticos da regressédo linear para a Ser foi efetuada eliminando o
outlier.

Os resultados da avaliacdo de ajuste do modelo linear e da validade da
regressao linear encontram-se no Apéndice E. De acordo com os dados, 0 ajuste do
modelo linear foi aceito devido aos valores de Fcalculado S€rem menores que Frabelado.
A significancia da regresséo linear também foi atestada, pois os valores de Fcalculado
foram maiores que Frabelado. OS resultados da avaliacdo da normalidade dos residuos
obtidos pelo teste de Shapiro-Wilk estdo apresentados no Apéndice F, e indicam a
distribuicdo normal dos residuos devido aos valores de Wecaiculado SEFr€mM maiores que
Wrabelado.

Para avaliacdo do efeito de matriz as inclinacbes das curvas com
padronizacao interna e das curvas com adi¢cao de padrédo foram submetidas ao teste
F para verificar a homogeneidade das variancias, e ao teste t de Student para avaliar
se as variaveis eram significativamente distintas. Se as variancias sdo homogéneas
aplica-se o teste t de Student para amostras com variancias equivalentes, e quando
as variancias sao heterogéneas aplica-se o teste t de Student para variancias
distintas. Os resultados para os dois testes se encontram no Apéndice G.

De acordo com os calculos observou-se que Fcalculado foi maior que Frabelado
para todos os analitos exceto a Tyr. Os resultados do teste t indicaram que ndo houve
efeito de matriz para os analitos Gly, Hyp, Pro e Ser, devido aos valores de tcalculado
serem menores que trabelado, de Modo que a quantificacdo destes analitos pode ser
realizada utilizando a curva de calibragdo com padronizacgao interna. Contudo, para a

Tyr o valor de tcaiculado fOi Mmaior que travelado, indicando que hé diferenca significativa
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entre as inclinagdes das curvas de calibracdo analisadas e, portanto, ha efeito de
matriz para o analito. Dessa forma, esse analito ndo pode ser quantificado de forma
confidvel através da curva de calibracao por padronizacao interna e a curva de adicao
de padrado deve ser utilizada para essa finalidade.

5.2.6 Precisao

Foram avaliadas a precisdao instrumental, repetibilidade e precisao
intermediaria. Os resultados se encontram na Tabela 7 e sdo apresentados em termos
do CV da area dos analitos corrigida pela area do padrao interno e pelo CV do tempo

de migracao dos analitos corrigida pelo tempo de migracao do padrao interno.

Tabela 7. Valores de preciséo instrumental, repetibilidade e precisado inter-ensaio avaliados

em termos do CV para os analitos.

. Instrumental @ Repetibilidade ° Inter-ensaio ?
Concentragao A nalito (CV%) (CV%) (CV%)
(mg L) Area  Tmigragso  Area  Tmigracio  Area  Tmigragao
Gly - - 3,95 0,268 8,10 0,899
Hyp - - 8,61 0,133 9,78 0,209
7,0 Pro - - 11,3 0,0126 8,92 0,208
Ser - - 0,704 0,152 8,21 0,738
Tyr - - 7,64 0,183 9,70 0,876

Gly 0,720 2,77 7,45 1,92 2,60 2,82
Hyp 0,436 0,149 9,17 0,532 5,21 2,28
49,0 Pro 0,976 0,264 13,3 0,756 10,1 4,43
Ser 0,500 0,424 4,00 1,55 4,28 2,62
Tyr 0,303 0,218 1,72 0,831 4,84 2,40

Gly - - 5,32 1,02 6,44 2,00
Hyp - - 3,60 0,700 5,72 1,32
91,0 Pro - - 11,2 0,581 6,80 4,08
Ser - - 6,66 1,08 8,58 2,45
Tyr - - 1,54 0,735 8,65 0,631

an = 9: bn = 3. Fonte: dos autores, 2022.

De acordo com a Tabela 7 os ensaios de precisdo instrumental apresentaram

coeficientes de variacdo com valores entre 0,303% a 0,976%, e para a area do sinal
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valores entre 0,149% a 2,77% para o tempo de migracao. A repetibilidade apresentou
coeficientes de variacdo com valores entre 0,704% a 13,3% para a area do sinal e
valores entre 0,0126% a 1,92% para o tempo de migragédo. Na precisao inter-ensaio,
os valores dos coeficientes de variagcdo variaram de 2,60% a 10,1% para a area e
entre 0,208 a 4,43% para o tempo de migracao.

De forma geral, todos os valores de precisédo foram adequados para o método
e se apresentaram até a ordem de 11%°%°, exceto a repetibilidade para a Pro no nivel
de concentracgédo de 49,0 mg L, cujo valor se distancia levemente do nivel adequado.
Apesar disso, para os demais ensaios de precisdo ho mesmo nivel de concentracdo
para a Pro os valores se mostraram proximos do adequado, 0 que assegura a

precisdo do método para a analise desse aminoéacido.
5.2.7 Exatidao

A exatiddo do método foi medida pelo ensaio de recuperacdo com
guantidades conhecidas de Gly, Hyp, Pro, Ser e Tyr adicionadas em amostras de cola
animal. Os resultados do ensaio assim como as concentragcdes dos padrbes

adicionados a matriz estdo expostos na Tabela 8.

Tabela 8. Valores de recuperacdo dos analitos obtidos em trés niveis de concentragcdo

adicionados a matriz de cola animal com o desvio padrao de cada medida.

Concentracéo Recuperacéao (%)

(mg L% Gly Hyp Pro Ser Tyr
21,0 121,3+20,5 101,4+11,0 107,8t15,8 98,5+1,7 95,6+3,4
63,0 102,6+4,7 100,6+6,2 96,4+1,9 99,2+2,4 91,317,1
91,0 97,6%5,0 101,2+1,7 99,3+£7,0 99,1+4,1 102,5+£3,9

Fonte: dos autores, 2022.
Os valores obtidos para o ensaio sdo considerados adequados, pois se
encontram no intervalo entre 80% e 110%°%°, excetuando-se o valor encontrado para
a Gly em concentracédo de 21,0 mg L™, o qual difere ligeiramente da faixa estabelecida

como aceitavel.
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5.3 Andlise das amostras

Com o processo de validacao analitica constatou-se que o método proposto
pode ser aplicado para a analise de amostras reais de aglutinantes proteicos. Diante
disso, as amostras de cola animal, gema de ovo e caseina foram preparadas em
triplicatas auténticas e submetidas ao processo de hidrélise 4cida utilizando o acido
sulfurico como alternativa ao acido cloridrico. Este Gltimo, comumente empregado em
procedimentos de hidrolise acida para a analise de aminoacidos, foi substituido
visando o posterior tratamento do hidrolisado antes da injecdo no equipamento de CE.

A presenca de excesso de ions provenientes do &cido utilizado na hidrélise
impossibilita uma anélise apreciavel por CZE, devido ao aumento de corrente elétrica
no interior do capilar e ao maior potencial de ocorréncia do efeito Joule, o que leva a
instabilidade na linha de base e sinais distorcidos. A simultdnea neutralizacéo e
precipitagdo do hidrolisado com a utilizagdo de carbonato de estroncio permitiu a
reducdo da forca ibnica da amostra, levando a uma analise por CZE sem
comprometimento dos sinais. A utilizacdo desse composto permitiu a neutralizagao
sem elevar a forca idnica, pois o carbonato de estréncio possui baixa solubilidade em
meio aquoso. Dessa forma, a forca idnica do hidrolisado foi ajustada com a converséo
de ions sulfato em um sal insoltvel de estréncio (SrSOa, Kps = 3,2 1077)83 enquanto
gue os ions hidrénio foram convertidos em acido carbénico, o qual se decompds em
gas carbdnico e agua.

Os eletroferogramas obtidos para avaliacao do perfil das diferentes amostras
se encontram na Figura 7, os quais mantiveram um perfil semelhante aos
eletroferogramas com solucao de padrdes, independentemente do tipo de amostra. A
presenca dos analitos Gly, Pro, Hyp, Ser e Tyr foi confirmada através de adicao de
padrdo nas amostras, assim como demais aminoacidos presentes nas matrizes. A
auséncia do aminoacido Hyp nas amostras de caseina e gema de ovo permitiu a
identificacdo qualitativa da cola animal, sem necessidade de andlises quantitativas
para sua identificacdo, o que pode ser considerado na situacao do presente trabalho

em que as amostras nao apresentaram mais de um aglutinante em sua constituicao.
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Figura 7. Eletroferogramas das amostras sem padrdo interno empregando o método
validado. Capilar com 64,5 cm de comprimento total (56 cm efetivo), deteccéo indireta em
220 nm e deteccdo direta em 240 nm, BGE composto por 180 mmol L de butilamina, 25
mmol Lt de His e 10 mmol de B-CD, inje¢do hidrodinamica com 50 mbar por 15 s, voltagem
aplicada de 30 kV, pH de 11,4 em temperatura de 12,5 °C, amostras de caseina e cola animal
diluidas 10 vezes, amostra de gema de ovo sem diluicdo. Legenda: a — caseina, b — gema

de ovo, ¢ — cola animal, 1 — Pro, 2 — Hyp, 3 — Tyr, 4 — Ser, 5 — Gly.
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Fonte: dos autores, 2022.

Os valores de concentracdo obtidos para cada aminoacido estéo
apresentados na Tabela 9. Para o calculo da concentracdo foi considerado que a
amostra de cola animal e caseina eram constituidas integralmente de proteina, e que

para a gema existe uma relacdo de 16 g de proteina para 100 g de gema®®.

Tabela 9. Resultados da quantificacdo dos analitos com o desvio padréo de cada resposta

para amostras de cola animal, gema de ovo e caseina.

Concentracéo (mg 100mg™)

Amostra Gly? Pro? Hyp @ Ser? Tyr®
Cola animal 44,1+0,3 27,3%£0,2 28,1+0,2 7,75+£0,10 3,21+1,35
Gema de ovo 5,17+0,10 6,65+0,10 ND ¢ 16,2+0,2 NA ¢

Caseina 2,51+0,01 12,6+0,1 ND ¢ 10,9+0,1 NA ¢

2 Resultados obtidos através da curva de calibragdo aquosa com padronizagdo interna;
b Resultados obtidos através da curva de adicdo de padrdo; °N&o detectado; ¢ Ndo analisado.

Fonte: dos autores, 2022.
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Através da Tabela 9 pode ser observado que o0s aminoacidos mais
abundantes para os aglutinantes cola animal e gema de ovo se mostraram
equivalentes ao reportado pela literatura. Contudo, as abundancias relativas dos
aminoacidos foram distintas dos valores esperados, sendo a amostra caseina a que
se assemelha mais aos dados da Tabela 1 da secdo 2.2. A abundancia da tirosina
foi verificada apenas para a cola animal através da curva de adicdo de padréo e, para
a guantificacdo nas demais matrizes, é necessario a realizacdo de curvas de
calibracdo com adi¢do de padrdo para gema de ovo e caseina.

O nuamero de trabalhos que relatam a abundancia relativa de aminoacidos
em amostras de aglutinantes proteicos € limitado, havendo a necessidade de avaliar
um grupo maior de amostras, variando as origens de cola animal, caseina e gema de
ovo. Essa limitacdo pode contribuir para explicar a diferenca observada na
abundéancia relativa dos aminoacidos nas amostras avaliadas em relacdo ao
reportado na literatura. Com os resultados obtidos nesse trabalho, foi possivel
realizar a diferenciagcdo das origens dos aglutinantes, através do auxilio de um

diagrama de excluséo, ilustrado pela Figura 8.

Figura 8. Diagrama de exclusdo para a identificacéo da origem dos aglutinantes proteicos.

Gly > 25% Gly > 4% Gly < 4%
Pro > 10% Pro < 10% Pro > 10%
Nao Nao

Hyp >0 > Ser > 12% > Ser<12%
Cola animal Gema de ovo Caseina

Fonte: dos autores, 2022.

Com o auxilio do diagrama é possivel obter a origem do aglutinante proteico
de acordo com as abundéancias dos aminoacidos obtidas pelo método validado, de
modo similar ao reportado por demais trabalhos disponiveis na literatura® 8. Para a

avaliacado de amostras que contenham uma mistura dos trés aglutinantes € necessaria
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a ampliacdo do trabalho proposto através da investigacdo de aglutinantes com
diferentes proporc¢des proteicas. Para auxiliar a caracterizacdo dessas amostras mais
complexas, a utilizagdo de um banco de amostras maior juntamente com a andlise de
componentes principais (PCA, do inglés principal component analysis) poderia ser

efetuada, como alguns trabalhos na literatura acerca do tema ja relataram?© 64,
5.4 Comparacado com outros métodos da literatura

A Tabela 10 apresenta um resumo com as principais caracteristicas de
alguns métodos que envolvem a analise de aminoacidos, tais como tipo de amostra,
preparo de amostra, aminoacidos analisados, técnica empregada, tempo de analise,
faixa linear, LD, LQ e recuperacdo. Ao comparar 0 método proposto neste trabalho
aos demais citados é possivel notar vantagens no meétodo utilizado quanto ao tempo
de andlise e auséncia de etapa de derivatizacdo. Além disso, o método utiliza de
baixos volumes de solucdo, proporcionando beneficios em relacdo aos custos de
execucao e a questdes ambientais, pois a geracdo de residuos € baixa.

Apesar do método ndo apresentar valores de LD e LQ na ordem dos demais
meétodos, a deteccdo com DAD permitiu a analise das amostras de forma satisfatoria,
0 que indica a viabilidade da utilizacdo do método em amostras reais de patriménio
cultural. A auséncia de métodos por CZE-DAD para a avalicdo de amostras do
patrimonio cultural demonstra uma lacuna na literatura, e o presente trabalho se
apresenta como alternativa inovadora as analises usualmente realizadas de amostras

oriundas de bens culturais.
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Tabela 10. Comparacao de caracteristicas analiticas do método proposto por CZE e demais métodos descritos na literatura empregados

para a analise de aminoéacidos.

Preparo de : Técnica Tempo Faixalinear LD A
Amostra Analitos . 1 1 Referéncia
amostra empregada (min) (mg L™ (mg L)
Ala, Arg, Cys,
Cerveja  Derivatizaggo O HS 1€ e pap 23 3,75-44,1  0,75-4,41 45
Leu, Lys, Trp,
Tyr, Val
Plasma Precipitacdo Met, Glu, 1,47-6,18 a 4,72 103
. CE-MS/MS 25 47
humano de proteinas Cys, Gly 2,49-59,8 3,94 102
Pintura de
cavalete Extracdo com Ala, Gly, Val,
(Carrara, .
ltalia) e amonia, Leu, lle, Met, 1 10%.
etrusco acida e Asp, Glu, Lys, ’
(Florenca,  derivatizacao Hyp, Tyr
Italia)
Pintura de
parede da Ala, Gly, Val,
Igreja de Hidrolise Leu, lle, Pro, 28 10°-
Santa Maria acida e Met, Ser, GC-MS 36 - 4’ 6 107 25
delle Cerrat  derivatizacdo Phe, Asp, ’
(Puglia, Hyp, Glu
Italia)
Aglutlngntes Hlfjrpllse Gly, Pro, Hyp, CZE-DAD 11 7.0-91.0 0,507-1.95 Método
proteicos acida Ser, Tyr proposto

Fonte: dos autores, 2022.



53

6. CONCLUSOES

Ao longo do estudo da aplicabilidade do método, a utilizacdo do software
Peakmaster® se mostrou util, uma vez que os resultados experimentais obtidos em
relacdo ao tempo de migracdo e EMD se mostraram similares as simulagfes, além
de possibilitar a minimizacdo do numero de experimentos nessa etapa. O padrao
interno selecionado para a correcdo da area dos analitos foi eficiente, nao
apresentando comigragao nas amostras estudadas e auxiliando na reprodutibilidade
de analises consecutivas.

O método foi validado conforme os protocolos recomendados pela
EURACHEM e pelo INMETRO e demonstrou bons resultados para os parametros
avaliados, confirmando a eficacia do método em analisar os aminoacidos de
interesse. A identificacdo do efeito de matriz na cola animal para a Tyr apontou para
a necessidade da utilizacdo da curva de adicdo de padrédo para sua quantificacao,
sendo necessaria a confec¢cédo de curvas de adicdo de padrdo para as matrizes de
gema de ovo e caseina, para a quantificacdo adequada do analito nessas matrizes.

A andlise das amostras de aglutinantes proteicos utilizando o método
validado resultou em valores diferentes dos esperados segundo informac¢des obtidas
na literatura. Contudo, os aminoacidos mais abundantes da matriz de cola animal e
gema de ovo permaneceram equivalentes ao observado na literatura. Através de um
diagrama de exclusdo, foi possivel caracterizar as trés amostras analisadas, o que 0
configura como uma ferramenta Util na diferenciacdo dos aglutinantes.

A comparacao do método com os apresentados na literatura ressalta as
vantagens do método validado, como utilizacdo de baixos volumes de solvente,
tempo reduzido de analise e processo de preparo de amostra mais simples sem
necessidade de derivatizacao.

Dentre as perspectivas desse trabalho esta a possibilidade de aplicacédo
em amostras de patriménio cultural, o que requer estudos de miniaturizacdo do
preparo de amostra, para adequar as analises as amostras fornecidas. Ainda, a
avaliacdo de amostras mais complexas com misturas de aglutinantes pode ser
realizada através da investigacdo de um numero maior de amostras, com diferentes

proporgdes proteicas.
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APENDICE A. Gréficos dos residuos da regresséo linear para as curvas de calibracdo com

padronizacgdo interna.
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Fonte: dos autores, 2022.




APENDICE B. Resultados do teste F para avaliacéo de ajuste do modelo linear e significancia

da regresséo linear da curva de calibracdo com padronizacédo interna para os analitos.

, Resultado teste de Resultado teste de
Analito Fcaic Fran® L Calc Fran® L
HipoteseP Hipotesed

Gly 0,0193 3,26 Fcarc < Frab, aceita Ho 543 4,49 Fcaic > Fran, rejeita Ho
Hyp 0,00313 3,26 Fcac < Fran, aceita Ho 781 4,49 Fcaic > Fran, rejeita Ho
Pro 0,0157 3,26 Fcac < Frab, aceita Ho 769 4,49 Fcaic > Fran, rejeita Ho
Ser 0,00796 3,26 Fcac < Fran, aceitaHo 481 4,49  Fcac > Fra, rejeita Ho
Tyr 0,00206 3,26 Fcac < Fra, aceitaHo 489 4,49  Fcac > Frap, rejeita Ho

2 Frapelado (m-2, n-m: ) = 3,26 (4.12: 0,05). > Ho = 0s residuos possuem variancia equivalente; H; = os

residuos ndo possuem variancia equivalente. ¢ Frapeiado (m-2, n-m; a) = 4,49 (1.16: 0,05). ¢ Ho = ndo ha

correlacdo linear significativa entre as variaveis; Hi = ha correlagao linear significativa entre

as variaveis. Fonte: dos autores, 2022.

APENDICE C. Resultados do teste Shapiro-Wilk para avaliacdo da normalidade dos residuos

das regressodes das curvas de calibracdo com padronizacao interna para os analitos.

Analito Woealculado Whrabelado® Resultado teste de Hipotese®
Gly 0,940 0,897 Weare > Whra, aceita Ho
Hyp 0,950 0,897 Woeale > Wran, aceita Ho
Pro 0,965 0,897 Weaie > Wrab, aceita Ho
Ser 0,963 0,897 Weale > Wran, aceita Ho
Tyr 0,971 0,897 Woeale > Wran, aceita Ho

an =18. PHy = os dados provém de uma distribuicdo normal; H; = Os dados n&o provém de

uma distribuicdo normal. Fonte: dos autores, 2022.



APENDICE D. Gréficos dos residuos da regresso linear para as curvas de adicdo de padro.
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Fonte: dos autores, 2022.




APENDICE E. Resultados do teste F para avaliacdo de ajuste do modelo linear e significancia

da regresséo linear da curva de calibracdo com adicdo de padrao para os analitos.

Resultado teste de

Resultado teste de

Analito Fcalc Frapn® o Fcac  Fran® L
HipoteseP Hipotesed
Gly 0,0496 3,26 Fcac<Fra, aceitaHo 416 449  Fcac > Fran, rejeita Ho
Hyp  0,00888 3,26 Fcac<Fra, aceitaHo 2683 449  Fcac > Frap, rejeita Ho
Pro 0,0138 3,26 Fcac<Fran, aceitaHo 939 4,49  Fcac > Fra, rejeita Ho
Ser 0,0103 3,26 Fcac < Fran, aceitaHo 4581 4,49  Fcac > Fran, rejeita Ho
Tyr 0,0363 3,26 Fcarc < Fran, aceita Ho 646 449 Fcaic > Fran, rejeita Ho

2 Frapelado (m-2, n-m: ) = 3,26 (4.12: 0,05). > Ho = 0s residuos possuem variancia equivalente; H; = os

residuos ndo possuem variancia equivalente. ¢ Frapeiado (m-2, n-m; a) = 4,49 (1.16: 0,05). ¢ Ho = ndo ha

correlacdo linear significativa entre as variaveis; Hi = ha correlagao linear significativa entre

as variaveis. Fonte: dos autores, 2022.

APENDICE F. Resultados do teste Shapiro-Wilk para avaliacio da normalidade dos residuos

das regressofes das curvas de calibracdo com adi¢do de padréo para os analitos.

Analito Woealculado Whrabelado® Resultado teste de Hipotese®
Gly 0,961 0,897 Weaic > Wrab, aceita Ho
Hyp 0,951 0,897 Woeac > Wrap, aceita Ho
Pro 0,914 0,897 Woeac > Wrap, aceita Ho
Ser 0,940 0,897 Woeac > Wrap, aceita Ho
Tyr 0,946 0,897 Woeac > Wrap, aceita Ho

an =18. PHy = os dados provém de uma distribuicdo normal; H; = Os dados n&o provém de

uma distribuicdo normal. Fonte: dos autores, 2022.



APENDICE G. Resultados dos testes F e t de Student para comparacéo das inclinacdes das

curvas com padronizacao interna e por adicdo de padrdo para os analitos.

, Resultado teste de Resultado teste de
Analito Fcaic Fran® L tcalc tran® L
HipoteseP Hipotesed

Gly 2,03 19,0 Fcac < Frap, aceitaHo 1,27 2,78 tcarc < tran, aceita Ho
Hyp 9,64 19,0 Fcac < Fran, aceitaHo 0,713 2,78 tcarc < tran, aceita Ho
Pro 1,26 19,0 Fcac < Fran, aceitaHo 1,09 2,78 tcaic < tran, aceita Ho
Ser 1,27 19,0 Fcac < Fran, aceitaHo 1,42 2,78 tcalc < tran, aceita Ho
Tyr 67,9 19,0 Fcac > Fran, rejeitaHy 11,2 2,78 tcac > tran, rejeita Ho

3 Frabelado (2, 2: 0,05). ® Ho = valores possuem variancia equivalente; H; = valores ndo possuem
variancia equivalente. ¢ Para valores homogéneos travelado (4: 0,05 bicaudal; para valores
heterogéneos traselado (4: 0,05) bicaudal. ¢ Ho = ndo h& diferenca significativa entre as variaveis;

H. = ha diferenca significativa entre as variaveis. Fonte: dos autores, 2022.
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