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Resumo

O etanol (CH3CH,;OH) ¢ uma substancia consumida desde tempos remotos, que pode ser
obtido pela fermentacdo de agucar existente em produtos de origem vegetal tais como
frutos, caules ¢ raizes. A sua vasta utilizacdo em bebidas alcoodlicas, na industria
farmacéutica, na produgdo de perfumes e/ou como solvente quimico, torna-o uma das

substancias atualmente mais utilizadas.

Embora considerada uma substancia psicotropica pela sua atuagcdo ao nivel do sistema
nervoso central (SNC), a sua comercializagdo ¢ permitida e o seu consumo quase que
incentivado. Uma elevada taxa de alcool no sangue, quando associada a atividades como a
conducao, aumenta significativamente o risco de ocorréncia de acidentes graves. Por essa
razdo, a sua detecdo e quantificacdo no sangue ¢ muito importante em ambito forense e
corresponde, por esse motivo, a uma percentagem muito significativa do total das analises
requisitadas ao Servi¢o de Quimica e Toxicologia Forenses (SQTF) do Instituto Nacional
de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, [.P. (INMLCF). A tolerancia, do ponto de vista
social, relativamente ao seu consumo, resulta também numa maior contestacdo por parte
dos individuos envolvidos em situacdes de conducao sob o efeito do alcool. Apesar de ser
preferivel que a detecdo e quantificagdo do etanol seja feita em sangue, existem casos em
que nao se dispoe deste tipo de amostra para analise (e.g. cadaver em elevado estado de
decomposi¢do). O humor vitreo surge como uma matriz alternativa, devido as suas

caracteristicas e localizagdo anatémica.

O objetivo deste trabalho foi o de validar um método analitico para detecdo e quantificagao
do etanol em amostras de humor vitreo. Estes ensaios sdo efectuados no SQTF com
recurso a HS-GC/FID, usando uma solugao aquosa de n-propanol (100 mg/L) como padrdo
interno. Este método, amplamente utilizado em toxicologia forense, permite cumprir os
requisitos e critérios definidos para este tipo de analises. A separagdo cromatografica foi
realizada utilizando duas colunas capilares com fases estaciondrias de diferentes
polaridades, a fim de garantir o cumprimento dos critérios de identificagdo recomendados
para este tipo de andlise. O método traduziu-se numa boa separacdo cromatografica em
ambos os sistemas GC/FID utilizados neste trabalho com o etanol e o padrdo interno a

eluirem entre os 5 e os 6 min, respetivamente.

XV



O processo de validacao consistiu na avaliagdo objetiva de cada um dos parametros
estabelecidos no procedimento de validacdo de métodos quantitativos em vigor no SQTF

da Delegacdo do Centro do INMLCEF.

Ap0s a validagdo, este método foi aplicado a amostras reais de humor vitreo que foram
selecionadas entre os processos enviados ao SQTF para a realizacdo de andlises de rotina.
Embora os dois equipamentos utilizados possuam diferentes modos de inje¢dao, os
resultados obtidos foram concordantes, o que permitiu também obter ilagcdes positivas

sobre a robustez do ensaio.

Palavras-chaves: Validagdao de métodos, Toxicologia Forense, Etanol, Humor vitreo,
Cromatografia gas.
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Abstract

Ethanol (CH3CH,OH) is a substance that is consumed since ancient times. It is obtained by
fermentation of sugar existing in vegetable products such as fruits, stems and roots. Its
widespread use in alcoholic beverages, pharmaceutical industries, in the production of
perfumes and / or as chemical solvents, explains why it is one of the substances most used

by mankind.

Although considered a psychotropic substance acting mainly in the central nervous system,
their marketing is permitted and consumption almost encouraged. The high level of alcohol
in the blood, when associated to activities such as driving, triggers serious problems.
Therefore, their detection and quantification in blood is very important in forensics and
corresponds not only to the most significant proportion of the analyzes required to the
Service of Chemistry and Forensic Toxicology of the National Institute of Legal Medicine
and Forensic Sciences, but also with greater appeal by individuals involved. Although
being preferable that the detection and quantitation of ethanol is performed in blood, there
are cases where this type of sample is not available for analysis (eg high decomposition of
the body), so the vitreous humor appears as an alternative due to their characteristics and

anatomical location.

The aim of this study was the validation of an analytical method for detection and
quantification of ethanol in samples of vitreous humor. The determination of ethanol in
samples of vitreous humor is made in the Service of Chemistry and Forensic Toxicology
using HS-GC/FID, as gas chromatography is a widely used technique in the field of
chemistry and forensic toxicology, responding to almost all the class of toxicologically
relevant compounds. Prior to chromatographic analysis, all samples, including the
calibrators, were diluted. For this purpose, 100 pL of vitreous humor were diluted in 1 ml
of n-propanol aqueous solution (100 mg/L), used as internal standard. The
chromatographic separation was performed using two capillary columns with different
polarities in order to ensure compliance with the identification criteria recommended for
this type of analysis. The method provides good separation on both chromatographic
equipments. The tested substance and the internal standard were eluted in a time interval of

5 min for the GCFI001 and 6 min for the GCFI002.

XVII



The validation process included the evaluation of each of the parameters established for the
validation procedure of quantitative methods adopted in the Service of Chemistry and
Forensic Toxicology of the National Institute of Legal Medicine and Forensic Sciences —
Centre Branch. After validation of the method, it was applied to real samples of vitreous
humor selected among the routine analyses from the Service of Chemistry and Forensic
Toxicology. Although the two devices have different modes of injection, the results were
consistent, which proves that the method provides reliable results and that the requirements

for the specific intended use or application have been met.

Keywords: Method validation, Forensic Toxicology, Ethanol, Vitreous humor, Gas

Chromatography.
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Capitulo I-Introducio
1.1 Justificacdo do tema

O etanol, CH3;CH,OH, ¢ uma substancia produzida a partir da fermentacao de cereais, raiz,
caule e frutos. Muito frequentemente designada apenas por alcool, ¢ o membro desta
familia quimica que se encontra em concentracdo relativamente elevada nas bebidas
alcodlicas. E, também muito utilizado na industria farmacéutica, na produgio de perfumes

e como solvente quimico.

O consumo do alcool ocorre por via oral. Apesar de ser uma substancia licita, o alcool,
quando consumido de forma excessiva passa a constituir um problema. Além dos acidentes
de viagdo, acidentes de trabalho e da violéncia associada a embriaguez, o consumo do
alcool a longo prazo, dependendo das doses, frequéncia e circunstincias, pode provocar
dependéncia. E considerada uma substancia psicotrépica por atuar no SNC, provocando

mudanga no comportamento de quem o consome.

A elevada taxa do etanol no sangue, quando associado a atividades como, por exemplo, a
condugdo, pode levar a consequéncias graves. Por este motivo o doseamento de alcool no
sangue corresponde ndo s6 a percentagem mais significativa das andlises requisitadas ao
servigo de Quimica e Toxicologia Forense do INMLCEF, IP, mas também a que resulta em
maior contestacdo por parte dos individuos envolvidos nesse mesmo processo. Estas
analises sdo efetuadas no servico de Quimica e Toxicologia Forense das delega¢des do
Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, IP, tanto em cadaveres como
em individuos vivos intervenientes em acidentes de viagdo ou intercetados pelas
autoridades policiais no ato da condugdo, o que explica o elevado volume de analises

efetuadas neste servigo.

Sempre que possivel, a determinagdo e quantificagdo do alcool ¢ feita em amostras de
sangue. Contudo, a sua determinagdo noutras matrizes bioldgicas pode revelar-se bastante
importante. Isto pode acontecer nos casos em que a amostra de sangue disponivel se revela
insuficiente ou esteja num estado considerado inadequado (e.g. putrefagcdo, contaminagao
por outros fluidos bioldgicos como o contetido gastrico). Dentro das amostras consideradas
alternativas o humor vitreo surge como uma das mais interessantes. O humor vitreo ¢ um

fluido que se encontra na cavidade posterior do olho, preenchendo o espago entre o



cristalino e a retina, sendo formado por uma matriz simples e estdvel. Por estar alojado em
local anatomicamente isolado e protegido, € por isso menos sujeito a contaminacdo, a
pesquisa de alcool nesta matriz pode revelar-se fundamental para a interpretagdo de
resultados em que exista a suspeita de ter ocorrido contaminagdo ou sintese endogena de

alcool devido a fenémenos de putrefacao.

E por estes motivos que sendo o humor vitreo utilizado como uma das matrizes alternativas
na area da toxicologia forense, decidimos validar o método utilizado para a andlise de
confirmagdo e quantificacdo de etanol em amostras de humor vitreo, de forma a garantir

uma maior fiabilidade nos resultados apresentados por este servigo.

A forma mais usual para a determinagao de etanol e compostos relacionados em fluidos
bioldgicos recorre a cromatografia de gas com amostragem por headspace associada a
detetores de ionizacdo em chama. Uma vez que o Servico de QTF dispde, de dois
cromatografos de gads com amostragem por headspace associados a detetores de ionizagao
em chama utilizados em trabalho de rotina para a quantificacdo de etanol em sangue,

decidimos efetuar a validacdo do método cromatografico em cada um dos equipamentos.
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1.2 Objetivos

A andlise e a interpretacdo dos resultados da taxa de etanol em ambito forense, nas
diferentes matrizes usualmente analisadas, tém sido alvo de polémica, principalmente
quando se suspeita da ocorréncia de contaminagdo ou de sintese enddgena de alcool devido
a fenémenos de putrefagdo. Uma vez que o humor vitreo ¢ menos suscetivel a esses
fenomenos devido a sua localizagdo anatémica, tornou-se pertinente validar um método
analitico destinado a permitir conhecer com graus adequados de precisdo e exatiddo, a
concentragdo de etanol neste tipo de amostras, utilizando-se como referéncia o

procedimento de valida¢do em vigor no SQTF.

Assim, constituiu objetivo especifico deste trabalho a validacdo de um método utilizado
para determinag¢do de etanol em amostras de humor vitreo em dois sistemas GC/FID

disponiveis no SQTF, equipados com injetores de headspace.

Apbs a validagdo procedeu-se a sua aplicacdo em amostras reais de humor vitreo
rececionadas no SQTF e destinadas a realizacdo de andlises toxicologicas forenses. As
analises foram efetuadas em paralelo em ambos os equipamentos de forma a comparar os

resultados obtidos e a robustez dos ensaios.
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Capitulo II- Revisdo da bibliografia
2.1 Substincia em analise-Etanol

O etanol também denominado de alcool etilico é, a temperatura ambiente, um liquido
incolor e com odor caracteristico. E produzido a partir do agticar existente em produtos de
origem vegetal tais como frutos, caules e raizes. A matéria-prima ¢ submetida a
fermentagdo alcodlica, a qual envolve a atuacdo de micro-organismos. A emergéncia do
consumo de alcool em todas as civilizagdes, apesar de algumas religides, como o Isldo, a
terem restringido ou proibido, parece ser remotamente uma consequéncia da revolugdo
neolitica e mais recentemente, da producdo massiva de matérias-primas, bem como do

avango das novas tecnologias de fermentacao.

A concentragdo de alcool em cada tipo de bebida depende do grau de fermentacdo, da
percentagem de aditivos, entre outros fatores. Na tabela 1 sdo apresentadas as

concentragdes médias de etanol em alguns tipos de bebidas.

Tabela I Concentraciio de etanol em alguns tipos de bebidas, Adaptado de LOGAN, 2013.

Bebida Concentracao alcoodlica (% V/V)
Cerveja 5
Vinhos de mesa (tinto, branco) 11
Vinhos fortificados (porto, vermute) 18
Bebidas destiladas (uisque, vodca, rum) 40-65

Para além de se encontrar presente em bebidas alcoolicas, o etanol é também utilizado
como combustivel, desinfetante doméstico e solvente organico, com uma vasta utilizacao
nas industrias de perfumaria e farmacéutica. Na medicina ¢ utilizado no exterminio de vida
microbiana nociva e, em algumas situagdes, para atenuar os efeitos toxicos resultantes da
ingestdo de metanol. Este mecanismo de prote¢do deve-se a capacidade do alcool etilico
para inibir a oxidacdo metabolica do metanol. No entanto, o seu maior impacto ana

sociedade encontra-se, de facto, associado ao consumo de bebidas alcodlicas.

O élcool ¢ ingerido essencialmente por via oral. No entanto, sendo uma substancia volatil,

pode também ser absorvido por inalagdo. Poucos minutos apo6s ingestdo, o alcool passa
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para a corrente sanguinea onde, dependendo naturalmente da quantidade ingerida, pode
manter-se durante horas, exercendo uma acao significativa sobre o SNC. A longo prazo,
tratando-se de uma utilizacdo crénica e exagerada, o alcool atua provocando alteragdes
significativas em diversos outros 6rgdos vitais como o figado (e.g. hepatopatia, cirrose),
coragdo (e.g. alteragdes cardiacas como a miocardite), estomago (e.g. gastrite, Ulceras),
intestino (e.g. transtornos na absor¢do de vitaminas ou outros nutrientes) ou sangue (e.g.

anemia, diminui¢do das defesas imunitéarias) (MELONI, 2004).

Quando ingerido em pequenas doses o alcool pode desencadear sensagdes de desinibig¢do e
euforia. Contudo, a medida que a sua concentragdo no sangue aumenta, o individuo passa a
apresentar uma diminui¢cdo da resposta aos estimulos que se traduz no surgimento de
sonoléncia, turvacdo da visdo, descoordenagdo muscular, diminuicdo da capacidade de
reacdo ¢ de manter a atencdo e compreensdo. A ingestdo de uma elevada quantidade de
alcool num curto intervalo de tempo pode mesmo conduzir ao coma e a morte do individuo
por depressao do SNC. De uma forma resumida, apresentam-se na tabela II os efeitos
psicoldgicos e comportamentais num individuo a medida que a concentragdo do etanol no
sangue vai aumentando no organismo. E no entanto de referir que as alteragdes no

comportamento do individuo dependem do sexo, da velocidade de absor¢do e do grau de

tolerancia desenvolvida (MUMENTHALER, 1999).
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Tabela II Efeitos psicolégicos e comportamentais resultantes do aumento da concentracio de alcool no sangue,
Adaptado de HOFFMANN et al.; 1996.

Concentracio Estagio Sintomas
(g/L)
0.1a0.6 Sobriedade Nenhuma influéncia aparente
03al.2 Euforia Perda de eficiéncia, diminuicao da atencao,

julgamento e controlo

0.9a2.5 Excitacao Instabilidade das emocdes, descoordenacao
muscular, menor inibi¢do, perda de
julgamento critico

1.8a3.0 Confusao Vertigens, desequilibrio, dificuldade na fala e
disturbios sensoriais

2.7a4.0 Estupor Apatia e inércia geral, vomitos, incontinéncia
urindria e fecal

3.5a5.0 Coma Inconsciéncia, anestesia

>5 Morte Paragem respiratoria

Alguns dos efeitos atras mencionados sdo responsaveis pela agdo negativa que o alcool
tem na capacidade para a condugdo e consequente ocorréncia de acidentes de viagdo. Mas
os problemas relacionados com o consumo de 4lcool ndo se prendem apenas com este tipo
de situagdes. Podem surgir, também, associados a suicidios ou crimes, como por exemplo
homicidios e violéncia familiar. Constitui também preocupacgdo o consumo de alcool, bem

como de outras drogas de abuso, no local de trabalho.

Como outras substincias, o etanol, ao ser ingerido sofre um conjunto de transformagdes ao

longo das fases de absorcao, distribuicao, metabolismo e eliminagao.

A fragdo que ¢ absorvida pelo estomago e pela parede do intestino delgado passa para a
corrente sanguinea sem sofrer qualquer transformagdo quimica. O alcool atinge todos os
tecidos do corpo e afeta a maioria das fungdes vitais, pois ¢ uma pequena molécula soltvel
em agua e em lipidos. Uma vez no sangue, o alcool ¢ transportado até aos diversos 6rgaos,
incluindo o figado. O figado é o 6rgdo mais severamente afetado pelo alcoolismo (LIBER,

1997), pois € neste 6rgao que se encontra a maioria das enzimas metabolizadoras.



A metabolizagdo do alcool ocorre praticamente toda a nivel hepatico. O hepatocito tem trés
principais vias para o metabolismo do etanol, cada uma localizada num compartimento
subcelular diferente. A via principal envolve a ADH que se localiza no citosol; uma
segunda via ¢ o sistema microssdmico de oxidacdo do etanol MEOS que se localiza no
reticulo endoplasmatico; e finalmente o mecanismo envolvendo a catalase que ocorre nos
peroxissomas. Todas estas vias resultam na produgdo de acetaldeido, um metabolito
altamente toxico (Figura 1) (LIEBER, 1997). O acetaldeido formado ¢ oxidado pela ALDH
a acetato, o qual ¢ entdo convertido a acetil-CoA pela acetato-CoA ligase numa reagao

dependente de ATP.

MEOS
Acetaldeido
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Figura 1- Esquema da biotransformacio do etanol.

A eliminagdo do alcool ocorre principalmente através do metabolismo e apenas uma
pequena parte do alcool absorvido ¢ excretado de forma inalterada na respiracao (0.7%),

no suor (0.1%) e na urina (0.3%) (HOLFORD, 1987).

O etanol foi determinado pela primeira vez em urina ha mais de um século utilizando
dicromato de potassio o qual em meio 4cido, oxida o etanol a &cido acético, que de seguida
era quantificado por métodos volumétricos. O maior avango pratico ocorreu em 1922,

quando Widmark descreveu o seu método de micro-difusao (JONES, 2013).

Desde entdo diferentes métodos tém sido associados a diferentes tipos de técnicas, como

por exemplo técnicas espectrofotométricas ou cromatograficas (TISCIONE, 2011).
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2.2 Humor vitreo como amostra forense

O humor vitreo ¢ um liquido incolor viscoso, que se encontra na cavidade do olho entre a
cornea e o cristalino sendo facilmente obtido sem a necessidade de se proceder a uma
autopsia. A recolha desta matriz faz-se por aspiracao direta do olho usando uma seringa de
5 a 10mL e uma agulha de calibre 20. A agulha ¢ inserida através do canto externo do olho
até que a sua extremidade atinja a parte central do globo ocular. (Figura 2) Com a técnica
adequada cerca de 2 a 3ml podem ser removidos em cada olho de um adulto, enquanto até

cerca de 1ml de amostra pode ser recolhido num recém-nascido (COE, 1993).

Figura 2- Recolha de amostra de HV, Adaptado de OLIVEIRA DINIS et al.,2010.

A pesquisa de etanol e de outros compostos volateis em casos forenses ¢ realizada
preferencialmente em amostras de sangue e/ou urina. Quando s3o obtidas em cadaveres em
situacdes de morte traumatica e/ou quando os corpos se encontram em estado de
decomposi¢cdo, o humor vitreo pode constituir a unica matriz disponivel para a analise
toxicologica do 4lcool. A localizagdo anatomica faz do humor vitreo uma amostra
alternativa para a confirmagdo postmortem do consumo de etanol, pois ¢ menos suscetivel
a contaminagdo por fenémenos de difusdo, sendo também menos provavel, nesta matriz, a
ocorréncia de contaminagdo externa, com o desenvolvimento de flora microbiana e

possibilidade de sintese endogena de alcool. (JONES, 2008).



2.3 Cromatografia de gas com detetor de ionizacdo de chama e sistema de injecio de
headspace (HS-GC/FID).

2.3.1 Cromatografia de gas (GC)

A parte experimental deste trabalho fez-se com recurso a cromatografia de gas (GC). GC ¢
uma técnica de separacdo amplamente utilizado em toxicologia forense, na industria
farmac€utica ¢ em quimica industrial, aplicadvel a analitos termicamente estaveis e

suficientemente volateis até uma temperatura maxima de cerca de 400°C.

Em cromatografia de gas, os componentes de uma mistura sdo separadas por distribui¢do
seletiva entre uma fase estacionaria contida na coluna cromatografica e uma fase movel,
que ¢ um gas inerte tal como o hélio ou um gés ndo reativo tal como o azoto. O processo
cromatografico ¢ levado a cabo a temperatura controlada, dependendo a separacdo dos

componentes da mistura da sua pressdo de vapor e da afinidade para a fase estacionaria.

Assim, os componentes da mistura deverdo migrar a velocidades diferentes na coluna
cromatografica, tendo cada substiancia um t; caracteristico, definido como o intervalo de
tempo compreendido entre a inje¢do e a respetiva resposta no detetor. Tradicionalmente a
identificacdo dos componentes era feita exclusivamente com base nos tempos de retencao.
Contudo, este procedimento pode ser insuficiente se o analista tiver que discriminar
compostos diferentes, que apresentam t, muito proximos e eventualmente sobrepostos. Por
essa razdo, poderd ser necessdrio o uso de detetores capazes de fornecer informagdo
relativamente a estrutura molecular dos compostos ou, em alternativa, a utilizagdo de duas
colunas capazes de discriminar corretamente as substancias de interesse (e.g colunas com
polaridades suficientemente diferentes) (DAWLING,2011). Na figura 3 esta representado,

em esquema, um cromatografo de gés.
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Figura 3- Esquema de um cromatégrafo de gias, Adaptado de Dawling, 2011.

2.3.2 Detetor de ionizacdo de chama-FID

O detetor de ionizacdo de chama (Figura 4) baseia-se no principio de que a condutibilidade
elétrica de um gés ¢ diretamente proporcional a concentragdo de particulas carregadas nele
contido. A fonte de ionizacdo do detetor FID é uma chama que resulta da combustdo de um
fluxo gasoso criado por mistura de hidrogénio com ar, que por sua vez se usa para queimar
o efluente da coluna. A interacdo do efluente com a chama leva a ionizagdo das substancias
originando espécies quimicas com carga elétrica. Um elétrodo, de carga positiva, deflete
para um coletor, de carga oposta, as espécies quimicas carregadas produzindo uma corrente
elétrica de grandeza proporcional a quantidade de compostos ionizados pela chama

(HEARN, 2008).

Este ¢ um dos detetores mais utilizados em cromatografia de gias devido a sua
sensibilidade, respondendo a quase todas as classes de compostos organicos que contém
atomos de carbono ligados a atomos de hidrogénio, com a exce¢do do acido férmico. De

uma forma geral ndo responde aos contaminantes mais comuns do gas de arraste

(DAWLING, 2011).
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Figura 4- Corte transversal de um detetor FID, adaptado de DAWLING, 2008.
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2.3.3 Modo de injecdo por headspace

A cromatografia de gas acoplada a um injetor de headspace € muito usada em laboratorios
de toxicologia forense para analise de etanol e muitas outras substancias volateis presentes

em amostras bioldgicas.

Nesta técnica, a amostra, contendo analitos volateis, ¢é introduzida num vial
hermeticamente fechado que ¢ incubado a uma temperatura controlada. As substancias
volateis, por exemplo etanol, transferir-se-ao, pelo menos parcialmente, para o espago livre
acima da superficie da amostra (Figura 5), denominado de headspace. Depois de atingido o
equilibrio, injeta-se um volume adequado do headspace no sistema analitico. A
concentracdo da substancia volatil na fase de vapor ao atingir o estado de equilibrio ¢
proporcional a concentracdo na fase liquida. A temperatura de equilibrio ¢ controlada e

varia consoante as caracteristicas do analito a ser estudado (JONES, 2003).

Figura 5-Analise de etanol em modo de inje¢ao por headspace, Adaptado de TIAFT, 2013.

Uma das vantagens do headspace ¢ a possibilidade da determinacdo de componentes
volateis da amostra em estudo de forma direta. Alem disso, esta técnica protege a coluna

cromatografica da contaminagao por residuos nao volateis da matriz.
2.4 Validacao do método analitico

Antes da implementacdo de qualquer método analitico para a anélise de amostras de rotina
num laboratério € necessario proceder a sua validagdo. A capacidade de um método
analitico em detetar e quantificar com seguranga um analito com interesse toxicologico
forense ¢ extremamente importante. Validar um método significa comprovar, através do

fornecimento de evidéncia objetiva, que os requisitos para uma aplicagdo ou uso
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especificos pretendidos foram atendidos. (ISO/IEC 17025, 2005). Entre outros aspetos, €
sendo a validacdo do método um processo realizado através de testes analiticos, deve
assegurar-se a sua capacidade de distinguir as substincias de interesse de possiveis

interferentes.
2.4.1 Parametros de validaciao

No processo de validagdo do método analitico foram avaliados varios pardmetros cuja
conformidade, relativamente a critérios previamente definidos, teve de ser evidenciada.
Para o método em estudo foram considerados os seguintes parametros analiticos de
validagdo: especificidade e seletividade, limiares analiticos, linearidade, precisao
intermédia, exatiddo, repetibilidade, estabilidade, robustez, reprodutibilidade e

arrastamento (carryover).
2.4.1.1 Especificidade e seletividade

O termo especificidade ¢ muitas vezes utilizado como sinénimo de seletividade uma vez
que ambos abordam a capacidade de um método para detetar um analito de interesse na
presenga de outros componentes da matriz. Ambos se relacionam com o grau de
interferéncia de outras sustdncias na identificacdo do analito. Um método ¢ especifico
quando tem a capacidade para identificar e quantificar unicamente o analito na presenca de
outras substancias, endogenas ou exogenas, numa amostra em condicdes exigidas pelo
método (ERMER, 2005). Um método instrumental seletivo tem a capacidade de avaliar de
forma inequivoca a substincia em exame, mesmo na presenca de interferentes com
propriedades similares, presentes numa amostra complexa. A seletividade deve garantir
que a resposta analitica se deve exclusivamente ao composto de interesse. Como existem
poucos métodos capazes de identificar uma Unica substancia, o termo seletividade talvez
seja o mais adequado. Este parametro, por ser habitualmente o primeiro passo a ser
estudado, deve ser periodicamente reavaliado, quer durante a validagdao quer depois da sua
disponibiliza¢do ao uso em condi¢des de rotina. De fato algumas amostras podem sofrer
degradacdo, gerando compostos que ndao foram observados inicialmente e que podem

coeluir com a substancia de interesse (RIBANI, 2004).

O ideal seria ter-se uma auséncia total de interferentes, embora tal seja dificil, sendo

mesmo impossivel, de atingir, sobretudo quando as analises sdo realizadas em amostras

13



biologicas complexas. Na pratica serd necessario aceitar a presenca de pequenas
quantidades de interferentes, desde que esse fato nao afete a precisdo e/ou a exatidao dos

resultados analiticos (DADGAR, 1995).

Ha diversas formas de avaliar a seletividade de um método. Uma delas ¢ através da analise
de um conjunto de amostras brancas, demonstrando-se a auséncia de sinais analiticos da
substancia que se pretende estudar. Um outro procedimento consiste na analise de um
conjunto de matriz fortificada com concentragdes conhecidas do analito (KARNES, 1991;

CAUSON, 1997).
2.4.1.2 Modelo de calibracio

Em termos praticos, a calibracdo ¢ uma ferramenta basica que tem como objetivo assegurar
a obtengdo de resultados quantitativos fidveis. Contudo, é de salientar que a selecdo do
modelo de calibragdo que melhor se adapta ao desempenho de um método analitico ¢
fundamental na avaliagdo da capacidade deste para fornecer resultados corretos
(BURROWS, 1993). O processo comeca com a preparacdo de solugdes contendo
concentragdes conhecidas do analito em estudo (calibradores), apds o que se procede a sua
analise instrumental de acordo com um procedimento analitico definido. Para cada um
destes calibradores o equipamento gera um sinal proporcional a concentragdo da
substancia. Com os dados obtidos ¢ entdo possivel gerar uma representagao grafica (curva
de calibracdo). Para tal, as respostas analiticas sdo representadas no eixo y e as
correspondentes concentracdes no eixo x. A decisdo quanto ao melhor ajustamento (e.g.
reta, curva) entre os pontos de calibracdo requer uma avaliagdo cuidada, por isso terad

influéncia ndo s6 no calculo das concentragdes como também no valor dos limites de

detecdo e de quantificagdo do método (MILLER, 1991).
2.4.1.3 Linearidade

A linearidade de um procedimento analitico ¢ a capacidade que este tem de produzir
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, numa dada
gama de concentragio. E muito comum o uso da regressdo linear para demonstrar a
linearidade do método, pelo que se recomenda um minimo de cinco niveis de concentragdo
dentro da gama de trabalho, com um minimo de trés testes independentes (ICH Q2 A e Q2

B, 2006).
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E frequente o uso do coeficiente de correlagdo (r) no teste da linearidade. Este apresenta
valores entre -1< r <+1, sendo que quanto mais proximo de 1 ou -1, melhor seré o ajuste da
funcdo matematica escolhida, aos valores representados. No entanto, apenas o valor do
coeficiente de correlagdo ndo ¢ suficiente para garantir o ajuste linear. Para evitar o
problema de falta de ajuste, recomenda-se a representacdo grafica e a anélise cuidadosa dos
residuos do sinal analitico (RIBEIRO, 2008). Considera-se que um coeficiente de
correlacdo igual ou superior que 0.999 ¢ evidéncia de um ajuste dos dados pela linha de
regressao (RIBANI, 2004). De igual modo recomenda-se a avaliagdo de r a um nivel de

confianga de 95% (ERMER, 2005).
2.4.1.4 Gama de trabalho

A gama de trabalho corresponde ao intervalo entre a concentragdo superior e inferior da
substancia em exame, que atenda aos requisitos de precisao e exatidao. Quando se pretende
quantificar uma substancia ¢ imprescindivel definir a gama de trabalho prevenindo assim
acoes de extrapolacdo que podem conduzir a resultados ndo suportados pela validagao do

método (SWARTZ, 1998).

Considera-se gama de trabalho o intervalo de concentracdes abrangido pela calibragdo e
para o qual ¢ possivel documentar valores de precisdo e exatiddo aceitaveis

(HARTMANN, 1998).
2.4.1.5 Precisao

Um dos testes analiticos mais importantes no processo de validagdo do método ¢ a analise
da precisdao. A precisdo ¢ definida como o grau de concordancia (grau de dispersao) entre
uma série de medi¢des obtidas a partir da amostragem multipla de uma mesma amostra
homogénea, em condi¢des bem definidas. A precisdo ¢ habitualmente expressa como uma
estimativa do desvio padrao (S) ou desvio padrao relativo (DPR), também conhecido como
coeficiente de variacdo (CV%), de uma série de medigdes. Geralmente sdo considerados
trés niveis de precisdo: a repetibilidade, a precisdo intermédia e a reprodutibilidade (ICH,

1994).
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)2
S = ’% s DPRou CV% = % X 100, onde x; € o valor individual de uma determinagao,

x ¢ a média aritmética das determinacdes, s ¢ o desvio padrdo ¢ N ¢ o nimero de

determinagoes.

A repetibilidade ou precisdo intra-ensaio expressa a precisdo do método analitico obtida
nas mesmas condi¢des de trabalho e num curto intervalo de tempo. Por sua vez, a precisao
intermédia expressa a influéncia das variagcdes que ocorrem normalmente num laboratorio,
nomeadamente: diferentes analistas e equipamentos ou execucdo das tarefas em dias
destintos. A reprodutibilidade refere-se a comparacdo de resultados obtidos em
laboratérios diferentes (e.g. ensaios de aptidio) (ICH, 1994). Regra geral, a
reprodutibilidade ¢ utilizada como forma de evidenciar a capacidade de um laboratério
para emitir resultados fidveis e, para uma dada amostra, equivalentes aos emitidos por

laboratdrios da mesma area de atuagao.
2.4.1.6 Robustez

A robustez define-se como sendo a capacidade do método para resistir a pequenas
variagcoes que podem ocorrer durante as andlises de rotina. O estudo deste parametro
adquire, certamente, maior importancia quando se pretende aplicar o método por um longo
periodo de tempo e/ou aplicad-lo em diferentes laboratorios. A sua avaliacdo ¢ feita
normalmente na parte final do desenvolvimento/validacdo de um método, com o objetivo
de investigar de forma sistematica os procedimentos/condigdes que necessitam de um
rigoroso controlo durante a sua aplicagdo na rotina (DADGAR, 1995; HARTMANN,
1998). Alguns dos aspetos a avaliar podem ser, por exemplo, o impacto da mudanca do
analista, a ocorréncia de grandes intervalos de tempo entre os periodos operacionais,
pequenas modificagdes instrumentais ou alteragdes nas condigdes cromatograficas

(BRESSOLLE, 1996).
2.4.1.7 Limites de detecio e de quantificacido

O LD representa a menor concentracdo da substdncia em exame que pode ser detetada,
mas nao necessariamente quantificada, utilizando um determinado procedimento

experimental (ICH, 1995). Este pode ser determinado por trés processos distintos: a
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avaliacdo visual, a relagdo sinal/ruido e o método baseado em pardmetros da curva de

calibragdo (MILLER, 1991).

A avaliagdo do LD pelo método visual faz-se adicionando uma concentragdo conhecida do
analito a matriz, até que o respetivo sinal analitico possa ser distinguido do ruido. Este
método (sinal/ruido) ¢ aplicado apenas em procedimentos analiticos que evidenciem o
ruido da linha da base. A razdo sinal/ruido define-se como sendo a razdo entre a
intensidade da amostra, para dada concentragdo do analito e o sinal analitico gerado na
analise de uma amostra branca. Assim, ¢ estabelecida uma concentragdo minima para a
qual a substancia pode ser facilmente detetada (RIBANI, 2004). A razdo sinal/ruido deve
ser pelo menos igual a 3. O LD, se estimado a partir da curva de calibragdo, ¢ calculado
com base nos dados obtidos a partir da analise de uma curva de calibragdao preparada com
calibradores fortificados com concentragdes correspondentes a gama baixa da respetiva

Sx
gama de trabalho. Pode determinar-se a partir da equacdo que se segue: LD = 3.3 X % ,

onde S ¢ a estimativa do desvio padrao da resposta, que pode ser a estimativa do desvio
padrdo do branco, da equacdo da linha de regressdo ou do coeficiente linear da equagdo e b

¢ o declive ou coeficiente angular da curva analitica.

Da mesma forma, o LQ representa a menor concentracdo da substidncia em exame que
pode ser medida, utilizando um determinado procedimento experimental, dentro de valores
de precisdo e exatidao considerados aceitaveis. (ICH, 1995). Os critérios aplicados ao LD,
aplicam-se a LQ, utilizando a relagdo 10:1. Pode determinar-se o LQ, procedendo ao

Sx/y

calculo a partir da equacdo que se segue: LQ = 10 X -

2.4.1.8 Estabilidade

A avaliacdo da estabilidade do analito em matrizes biologicas é um pré-requisito para se
obter um método bioanalitico fidvel quando se pretende a quantificacdo, pois sem esta
garantia, os subsequentes dados sdo questionaveis. Existem varios fatores que podem
alterar a estabilidade, nomeadamente a temperatura, o tempo de conservagdo, a

concentra¢do de analito, o tipo de fluido biolédgico, etc. (ROZET, 2011).

Normalmente, a avaliagdo da estabilidade na matriz bioldgica ¢ feito por comparagdo das

respostas das amostras, sujeitas a condicdes definidas de temperatura e tempo, com as

17



respostas das amostras preparadas no momento da analise. Os ensaios de estabilidade das
amostras devem decorrer nas mesmas condi¢des a que estas sdao sujeitas durante a rotina
laboratorial, de forma a averiguar se o analito sofre degradacdo a temperatura de

conservacao.
2.4.1.9 Arrastamento (carryover)

Numa analise cromatografica ¢ relevante ter em atengdo os interferentes que podem
aparecer no resultado final. Residuos de amostras de uma inje¢do anterior podem ser
detetados durante a analise das injecdes subsequentes. A influencia de analise de amostras
anteriores pode ocorrer quando a agulha da injecdo, a coluna cromatografica, o detetor e/ou
outros componentes do cromatografo estdo contaminados, o que pode ter consequéncias
significativas nos resultados quer qualitativos quer quantitativos. Esta avaliacdo pode ser
feita com base na andlise de amostras brancas (amostra isenta do analito de interesse) apos

a analise de amostras fortificadas com concentragdes elevadas do respetivo analito.

No estudo do carryover, sdo realizadas injecdes intercaladas de amostras brancas e de
amostras fortificadas (e.g. calibradores de concentragdo média/alta). Posteriormente
procede-se a uma andlise visual dos cromatogramas obtidos e se ndo aparecerem picos
referentes ao analito em estudo nos cromatogramas resultante da inje¢do dos brancos, tal
significa que as analises anteriores ndo tem impacto nas subsequentes, podendo o

parametro ser validado.
2.4.1.10 Exatidao

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados
num determinado ensaio e um valor de referéncia aceite como verdadeiro. A exatidao esta
associada a existéncia de erros sistematicos e pode expressar-se, por exemplo em termos de
percentagem de recuperagdo de uma quantidade conhecida do analito adicionado a
amostra. A exatiddo de um método pode ser avaliada com recurso a materiais de
referéncia, comparacdo de métodos, € como se disse anteriormente, a ensaios de

recuperagdo (RIBANI, 2004).
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Capitulo III- Trabalho experimental
3.1 Material e métodos
3.1.1 Amostras bioldgicas

As amostras de humor vitreo foram colhidas no ambito de autdpsias realizadas no servigo
de patologia forense da Delegac¢do do Centro do INMLCEF, I.P., no periodo compreendido

entre o ultimo semestre de 2012 e o primeiro trimestre de 2013.

Até serem analisadas, todas as amostras foram mantidas a temperatura de -20 °C.

3.1.2 Padroes

As solugdes de trabalho utilizadas na elaborag@o da curva de calibragdo e na preparacio do
controlo qualidade interno devem provir, sempre que possivel, de fontes independentes.
Por essa razdo o padrao do etanol utilizado para preparar os calibradores foi adquirido a
marca comercial Merck (Merck KGaA, Darmstadt) enquanto o utilizado na preparagdo dos
controlos foi adquirido a marca comercial Panreack (Panreac ITW, Barcelona)

apresentando ambos uma pureza superior a 99.9%.

O padrao interno utilizado foi o n-propanol, adquirido a firma Merck. Esta substancia foi
escolhida por apresentar propriedades fisico-quimicas e comportamento cromatograficos

semelhantes ao da substancia em estudo.

As solucdes foram preparadas com agua ultra pura Milli-Q obtida com sistema Millipore

(Franga).
3.1.3 Instrumentacao analitica

Foi utilizado um equipamento da marca Agilent GC 6890N (Agilent, Santa Clara,
California) (Figura 6) com detetor de ionizagdo de chama e acoplado a um injetor
headspace G1888 de volume fixo-loop (GCFI001- designagao segundo o codigo interno
no SQTF) e um equipamento GC de marca Varian 450 (Agilent, Santa Clara, California)
(Figura 7) com detetor de ionizagdo de chama e equipado com um amostrador automatico
COMBIPAL (CTC Analytics, Zwingen, Sui¢a) (GCFI002- designagdo segundo o codigo
interno no SQTF).
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Figura 6- Equipamento GC de marca Agilent 6890N

Figura 7- Equipamento GC de marca Varian 450

Tabela III- Algumas caracteristica dos sistemas cromatograficos utilizados

Componente Principais Caracteristicas

‘Injetor automatico  Injecdo de Headspace
Coluna analitica 1: DB-ALCI 30 m x 0.320 mm x 1.80 um
(Agilent 123-9134) — FID1 A.

Coluna analitica 2: DB-ALC2 30 m x 0.320 mm x 1.20 pm
(Agilent 123-9234) — FID2 B.

Coluna analitica 1: VF-624 30m x 0.25 mm x 1.40um (Varian
CP 910215) — Middle.

Coluna analitica 2: VF-5 30 m x 0.25 mm x 0.50um (Varian
CP 98945) — Front.

Detetor FID

GCFI001

GCFI002

Ambos os equipamentos tém duas colunas analiticas que diferem pela espessura da fase
estaciondria e polaridade. No que diz respeito ao GCFI001 a coluna DB-ALC1 tem uma
espessura de 1.80um o que leva a que as substancias em estudo apresentem tempos de
reten¢do superiores quando comparados com a coluna DB-ALC2 que tem uma espessura
de 1.20 um. Ou seja, a primeira coluna induz maior demora na eluigdo das substancias em

comparagdo com a segunda. O mesmo se passa com o equipamento GCFI002, em que a
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coluna analitica VF-624 apresenta uma espessura de 1.40pm e a VF-5 uma espessura de

0.50pum.

Os equipamentos diferem no sistema de inje¢do. No equipamento GCFI001 o sistema de
injecdo ¢ constituido por um /loop, que, no momento da injecdo, ¢ preenchido com a
amostra de headspace, a qual ¢ depois transferida para o sistema cromatografico. No
equipamento GCFI002 a inje¢do ¢ feita com recurso a uma seringa integrada no

amostrador automatico.

3.1.4 Descricao dos métodos

Tabela IV-Preparacao da curva de calibraciio

Equipamento GC (Agilent 6890N) Equipamento GC (Varian 450)
Temperatura do injetor 150 °C Temperatura do injetor 200 °C
Modo de injegao split 3,68:1 Temperatura do forno 35 °C (isotérmico)

Temperatura do forno 40 °C (isotérmico) Tempo de corrida 6 min
Tempo de corrida 5 min Temperatura dos detetores 290 °C
Temperatura dos detetores 250 °C Fluxo de gas de arraste (hélio) 2.5 mL/min

Fluxo de gas de arraste (hélio) 2,7 mL/min Fluxo de hidrogénio 30 mL/min

Fluxo de hidrogénio 40 mL/min Fluxo de ar 300 mL/min

Fluxo de ar 450 mL/min Fluxo de azoto 25 mL/min
Fluxo de azoto 45 mL/min Temperatura da seringa 70 °C
Temperatura do injetor 40 °C Temperatura da amostra 55.0 °C
Temperatura do loop 90 °C Tempo de incubagao 12 min

Temperatura da linha de transferéncia Agitagdo da amostra 250 rotagdes por

90°C minutos
Tempo de incubagdo 20 min Agitador On 5 segundos
Tempo de ciclo do GC 5,2 min Agitador Off 2 segundos
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3.1.5 Procedimento analitico
3.1.5.1 Preparaciao de calibradores e padriao interno
3.1.5.1.1 Solucbes precursoras de padrdes de referéncia

v Solu¢do contendo 10.24 g/L de etanol (dissolver 13 mL de etanol com

concentragdo de 789 g/L em 4gua desionizada até perfazer um volume de 1000mL.)

v Solu¢do contendo 41.97 g/L de etanol (dissolver 13 mL de etanol com

concentragdo de 789 g/L em 4gua desionizada até perfazer um volume de 250 mL.)

v" Solugio contendo 10 g/L de 1-propanol (dissolver 12.5 mL de 1-propanol 800 g/L

em agua desionizada até perfazer um volume de 1000 mL.)

3.1.5.1.2 Solucoes de trabalho (calibradores, controlos e solucao de trabalho de PI)
i.  Solucdo contendo 0.10 g/L de etanol (dissolver em agua desionizada 10 mL da

solucao 10.24 g/L até perfazer um volume de 1000 mL.)

ii.  Solucao contendo 0.50 g/L de etanol (dissolver em agua desionizada 6 mL da 41.97

g/L até perfazer um volume de 500 mL.)

iii.  Solugdo contendo 1.19 g/L de etanol (dissolver em agua desionizada 14.5 mL da

solugdo 41.97 g/L até perfazer um volume de 500 mL.)

iv.  Solugdo contendo 3.10 g/L de etanol (dissolver em agua desionizada 18.5 mL da

solugdo 41.97 g/L até perfazer um volume de 250 mL.)

v.  Solu¢do contendo 5.01 g/L de etanol (dissolver em agua desionizada 30.5 mL da

solugdo 41.97 g/L até perfazer um volume de 250 mL.)

vi.  Solucdo contendo 0.1 g/L de 1-propanol (dissolver em agua desionizada 50 mL da

solugdo 10 g/L até perfazer um volume de 5000 mL.)

Todas as solugdes devem estar identificadas e conter informagdo sobre a sua validade,

devendo ser armazenadas no frigorifico (2-8°C).
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3.1.5.2 Procedimento Operacional
3.1.5.2.1 Procedimento

v' Homogeneizagdo das AP
As AP devem ser homogeneizadas agitando suavemente durante pelo menos 10
minutos, até atingirem uma temperatura préoxima da de ambiente.

v' Identificagdo das amostras de ensaio e tomas de ensaio
Durante a realizagdo do ensaio todas as AE e/ou TE devem estar claramente
identificadas (e.g. cddigo interno da amostra).

v Dilui¢do das TE e adi¢do de PI
Para viais de 10 mL, adicionar: 0.1 mL de amostra ¢ 1 mL de solugdo de trabalho

de PI.

Depois de preparadas e caso nao sejam analisadas de imediato, as TE devem ser mantidas

refrigeradas (2-8°C).
3.1.5.2.2 Preparacio da curva de calibracao

Os calibradores s3o preparados tal como descrito no ponto 3.1.5.2.1 substituindo o volume
de amostra por um volume igual da respetiva solugdo de trabalho de acordo com a tabela

V.

Tabela V-Preparac¢iao da curva de calibracio

Solucao de trabalho Solugao 0.1 g/L
de 1-propanol (PI)
Calibrador 1 (0.1 g/L) 3.1.5.1.21 1 mL
Calibrador 2 (0.50 g/L) 3.1.5.1.211 I mL
Calibrador 3 (1.19 g/L) 3.1.5.1.21ii 1 mL
Calibrador 4 (3.10 g/L) 3.1.5.1.21v 1 mL
Calibrador 5 (5.01 g/L) 3.1.5.12v 1 mL
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3.1.5.2.3 Preparaciao do CQI

O resultado da analise de amostras controlo positivas ¢ utilizado para estabelecer o
intervalo de aceitacdo do tempo de retencao relativo (TRR) correspondente ao etanol. Por
seu lado, a amostra controlo negativa permite avaliar, em cada sequéncia analitica, o efeito
de matriz. Estas amostras devem ser preparadas e analisadas em simultaneo com as

amostras de rotina.

Assim prepararam-se dois vials contendo 0.1 mL da solucdo de trabalho de padrdes
primarios e um terceiro vial em que a amostra foi substituida por uma porg¢ao equivalente
de 4gua desionizada (amostra branca) de acordo com a tabela VI. Estas amostras devem ser

analisadas em simultidneo com as amostras de rotina.

Tabela VI. Preparacio de amostras de controlo

Solug¢do de trabalho Solugdo 0.1 g/L
de padrdes de referéncia de 1-propanol (PI)
Controlo positivo (0.50 g/L) 3.1.5.1.21 1 mL
Controlo positivo (1.19 g/L) 3.1.5.1.2iii 1 mL
Branco de Reagentes — I mL
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3.2 Resultados e discussao
3.2.1 Identificacdo das substiancias

Com o objetivo de avaliar os critérios de identificacdo da substancia com base nos tempos
de retencao relativos, as amostras foram analisadas de acordo com as condigdes otimizadas

para o método em validagao.

Para isso foi preparado um controlo de concentracdo de igual 1.19 g/L de modo a

identificar o tempo de retencao. (TABELA VII)

Tabela VII. Tempos de reten¢do de etanol e do padrio interno, nos diferentes sistemas cromatografico

Equipamentos Colunas Substancias (t;) Padrao interno (t;)
DB-ALCI- FIDI A 2.609 4.625
GCFI001 DB-ALC2- FID2 B 2.425 3.940
VF-624- Middle 2.423 4.907
GCFI002 VE-5 - Front 1.372 1.978
Front (FID) Middle (FID)
| TL 6::::% ol o

Figura 8. Cromatograma obtidas para a solucio de controlo 1.19 g/L no sistema GCFI002
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Figura 9. Cromatograma obtidas para a solucio de controlo 1.19 g/L no sistema GCFI001
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3.2.2 Validac¢ao de método

3.2.2.1 Especificidade e seletividade

Para o teste de especificidade/seletividade foram utilizadas 40 amostras, obtidas a partir de

um conjunto de processos selecionados para este estudo (Tabela VIII).

Tabela VIII- Informacio das amostras de HV usadas na preparacio de pools

Informacao
Amostra Sexo Idade disponivel Analises solicitadas

1 M 44 Acidente de viagao SAT

2 M 71 Acidente de trabalho A

3 M 50 Causa desconhecida SAT

4 M 73 Causa desconhecida SAT

5 M 72 e A/MD

6 F 77 Suicidio MD

7 M 23 Acidente de viacao A/DA

8 M 78 Suicidio A/M/P

9 F 61 Causa desconhecida SAT

10 M 59 Suicidio A/DA/MD/P
11 M 57 Causa desconhecida A/DA/MD/P
12 F 97 Causa desconhecida SAT

13 F 77 - SAT

14 M 72 Causa desconhecida SAT

15 M 48 Afogamento SAT

16 F 94 Causa desconhecida SAT

17 F 67 Causa desconhecida SAT

18 M 39 Causa desconhecida A/DA/MD/P
19 M 45 Causa desconhecida SAT
20 M 74 Tiro SAT

21 M 45 Causa desconhecida A/MD/P
22 M 68 Causa desconhecida SAT

23 M 47 - SAT

24 M 71 e A/MD/P
25 F 46 e A/DA/MD
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(Continuagdo da Tabela VIII)

Informacao

Amostra Sexo Idade disponivel Analises solicitadas
26 M 58 Causa desconhecida SAT
27 M 88 Enforcamento SAT
28 F 74 Acidente de viagao A/DA
29 F 73 Causa desconhecida SAT
30 M 61 Causa desconhecida SAT
31 M 83 Causa desconhecida A/MD/P
32 M 53 e SAT
33 F 47 Enforcamento SAT
34 F 87 Causa desconhecida SAT
35 M 47 Suicidio A/DA/MD/P
36 F 62 - A/DA/MD/P
37 F 68 Causa desconhecida A/MD/P
38 M 68 Causa desconhecida A/MD/P
39 M 35 Acidente de viacao A/DA
40 M 56 Suicidio A/MD/P

Abreviaturas utilizadas na tabela: M- Masculino, F- Feminino; A- Alcoolémia; DA- Drogas de Abuso; MD-

Medicamentos, (------ ) — Informagdo ndo disponivel; SAT- Sem Analises Toxicologicas, P- Pesticidas.

Foram utilizados dez (10) tubos para preparar as pools. A cada tubo foi adicionado 100uL
de HV de quatro amostras diferentes de modo a que no final cada um ficou com um

volume total de 400 uL.

Foram preparadas duas aliquotas, identificadas como A ¢ B. As aliquotas A, as quais foram
atribuidos os codigos pools A, foram preparadas adicionando 100 pL de amostras de HV a
ImL n-propanol (PI). Para aliquotas B (pools B), foram adicionadas, a 1 mL de n-propanol
(PI), 100 pL de amostras de HV e 100 pL de etanol, com uma concentragdo de 0.10 g/L.
(TABELA IX)

Repetiu-se este procedimento para os dois equipamentos envolvidos no estudo, e

anteriormente descritos.
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Tabela IX- Preparacio de pools para o teste de especificidade/seletividade

Pools - A Pools - B

P1A 402 =100 uL (HV) +1 mL n-Propanol P1B 402 =100 pL (HV) +1 mL n-Propanol+100 pL (Etanol)
P2A 402=100 uL (HV) +1 mL n-Propanol ~ P2B_402= 100 uL (HV) +1 mL n-Propanol+100 pL (Etanol)
P3A 402=100 uL (HV) +1 mL n-Propanol ~ P3B 402= 100 uL (HV) +1 mL n-Propanol+100 pL (Etanol)
P4A 402=100 uL (HV) +1 mL n-Propanol ~ P4B 402= 100 uL (HV) +1 mL n-Propanol+100 pL (Etanol)
P5A_402=100 pL (HV) +1 mL n-Propanol ~ P5B_402= 100 pL (HV) +1 mL n-Propanol+100 pL (Etanol)
P6A_402=100 pL (HV) +1 mL n-Propanol =~ P6B_402= 100 pL (HV) +1 mL n-Propanol+100 pL (Etanol)
P7A 402=100 pL (HV) +1 mL n-Propanol ~ P7B_402= 100 uL (HV) +1 mL n-Propanol+100 pL (Etanol)
P7A 402=100 uL (HV) +1 mL n-Propanol ~ P7B_402= 100 uL (HV) +1 mL n-Propanol+100 pL (Etanol)
P9A 402=100 uL (HV) +1 mL n-Propanol ~ P9B 402= 100 uL (HV) +1 mL n-Propanol+100 pL (Etanol)
P10A_402=100 pL (HV)+1 mL n-Propanol = P10B_402=100 pL (HV) +1 mL n-Propanol+100 pL (Etanol)

Dos cromatogramas obtidos para as amostras PA 402, podemos verificar que as amostras
de humor vitreo que nao foram fortificadas estdo isentas de sinal analitico correspondente

ao etanol, o que quer dizer que a percentagem de falsos positivos foi de 0%. (TABELA X)

Tabela X- Resultados obtidos no estudo da especificidade/seletividade

Codigo das Amostras Resultados Observacoes

Pool-1 A 402 Negativo =~ —mmemmemmeee
Pool-2 A 402 Negativo ~ —memmemmemeee
Pool-3 A 402 Negativo ~  —-mmemmmeemeen
Pool-4 A 402 Negativo ~  —-mmemmemmeee
Pool-5 A 402 Negativo ~  —-memmemeeee
Pool-6 A 402 Negativo ~ —mmmmemmemeee
Pool-7 A_402 Negativo ~ —-mmemmmemeen
Pool-8 A 402 Negativo =~ —-mmemmemmeen
Pool-9 A 402 Negativo =~ —-memmemeeee
Pool-10 A 402 Negativo ~ —mmmmemmemeee
Resultados de falsos positivos 0%

Para as amostras PB_402, todos os cromatogramas apresentaram um pico com o t, do
etanol. Os resultados revelaram uma percentagem de falsos negativos de 0%. (TABELA

XI)
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Tabela XI- Resultados obtidos no estudo da especificidade/seletividade

Codigo das Amostras Resultados Observacoes

Pool-1 B_402 Positivo = —cmmmmmmmeee
Pool-2 B_402 Positivo = —cmmmmmmeeeee
Pool-3 B_402 Positivo = —ccmmmmmeeeeee
Pool-4 B 402 Positivo = —ccmmmmmeeeeee
Pool-5 B 402 Positivo = —ccmmmmmmeee
Pool-6 B_402 Positivo = —ccmmmmmeeeee
Pool-7 B_402 Positivo = —ccmmmmmeeeeee
Pool-8 B 402 Positivo = —ccmmmmmeeeeee
Pool-9 B 402 Positivo = —ccmmmmmeeee
Pool-10 B_402 Positivo = —cmmmmmmeeeeee
Resultados de falsos negativos 0%

Podemos entdo concluir que a percentagem de falsos positivos e de falsos negativos ¢
inferior ao limite de 10 % referido nos critérios de aceitacdo do procedimento de validagao

PO-SQTF-C-006 em vigor no SQTF.
3.2.2.2 Linearidade

Com o estudo da linearidade de um determinado método espera-se obter a
proporcionalidade entre os resultados obtidos e a concentracdo da substancia em andlise
dentro de uma determinada gama de trabalho. Para este caso especifico, a linearidade foi
estudada através da analise de 10 calibradores com concentragdes distribuidas de maneira
uniforme entre 0.10 g/L e 5.27 g/L (TABELA XII) que foram preparadas a partir da

dilui¢do sucessiva da solugdo de trabalho (etanol).
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Tabela XII- Calibradores para o teste de linearidade

Concentraciao Concentracio da Volume retirado da Volume da

dos calibradores solucao de trabalho  solucao do trabalho solucao final

(g/L) (g/L) (ml) (ml)
5.27 790 0.1 15
4.48 53 8.5 10
3.58 45 8 10
3.04 3.6 8.5 10
2.44 3 8 10
1.95 2.4 8 10
1.27 1.9 6.5 10
0.95 1.3 7.5 10
0.52 0.9 5.5 10
0.1 0.5 2 10

Cada aliquota injetada no equipamento para obten¢do da curva de calibragao foi preparada

de acordo com o procedimento descrito no ponto 3.1.5.2.1.

A reta de calibragdo foi obtida a partir da razdo entre as areas do etanol e do padrao
interno, em funcdo de concentracdo da substincia a ser quantificada. A avaliagdo da
linearidade do método, teve em conta os seguintes critérios: analise visual dos valores
residuais, o coeficiente de determinacdo e ordenada na origem, que nao deve diferir

significativamente de zero a um nivel de confianga de 95%.

O coeficiente de determinag@o obtido superior a 0.999 e a andlise dos residuais indica que
estes estdo distribuidos aleatoriamente em torno do zero. Este resultado foi obtido para dois

equipamentos, CGFI001 e GCFI002, (TABELA XIII).
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Tabela XIII-Resultados do teste de linearidade nos dois equipamentos (GCFI1001/GCFI1002)

Intercetar a

é " g = ordenada na origem
= o

% g ?;o‘o <§ Equagiio r’ Erro 95%inf  95%sup
g S E = padrio
) = 7
2 5
-
§ FID1 A Etanol y=0.67311x-0.05908 0.999391  0.03039 -0.097984  -0.02017
=
3

FID2 B Etanol  y=0.64737x-0.04742 0.999480  0.02701 -0.081999  -0.01285
=
E MIDDLE  Etanol y=0.55756x-0.04303 0.999336  0.02629 -0.076680  -0.00938
o
O FRONT Etanol  y=0.56194x-0.04275 0.9992849 0.02749 -0.077941 -0.00756

A linearidade do método demostrou a homogeneidade da varidncia no intervalo da
concentragdo de 0.10 g/ a 5.27 g/L, encontrando-se sempre um coeficiente de
determinagdo superior a 0.99 para as duas colunas dos dois equipamentos em estudo. Os
critérios de aceitacdo foram cumpridos com excecdo do critério de inclusdo do valor zero

na intersecdo da reta na origem.

O tratamento dos dados para o estudo da linearidade foi efetuado com base na regressao

linear. — Anexo I
3.2.2.2 Limites de detecio e quantificacao

O estudo dos limites de detecdo e quantificacdo foi efetuado com base na preparagdo de
uma curva de calibragdo com 10 calibradores, em que as concentra¢des variaram entre 0.05
e 0.53 g/L, ou seja, na zona inferior da gama de trabalho, e distribuidos de forma uniforme.

(TABELA XIV)
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Tabela XIV-Calibradores para o estudo dos limites de detec¢do e de quantificacio

Concentracao dos Concentracdo da  Volume retirado Volume da
calibradores (g/L) solucao de da solucao do solucao final
trabalho (g/L) trabalho (ml) (ml)

——————— 790 0.1 15
0.53 5.27 1.5 15
0.42 0.53 8 10
0.34 0.42 8 10
0.27 0.34 8 10
0.22 0.27 8 10
0.17 0.22 8 10
0.14 0.17 8 10
0.08 0.14 6 10
0.07 0.08 8 10
0.05 0.07 7.5 10

A avaliagdo dos limites foi feita com base em pardmetros da curva analitica, aplicando as

SX/y
b

SX/y

seguintes equagoes: LD = 3.3 X - ¢ LQ =10x

sendo a primeira utilizada para

para o calculo do limite de detecdo e a segunda para o calculo do limite de quantificagdo.

O valor minimo detetado com seguranga pelo método no equipamento GCFIO01 foi de
0.03 g/L pela coluna FID1A e 0.02 g/L para a coluna FID2B. Para o equipamento

GCFI002, em ambas as colunas os valores foram de 0.02 g/L.

J& no que diz respeito a quantificagdo o equipamento GCFIO01 mostrou ser capaz de
quantificar, com seguranga, uma concentragdo de 0.08 g/L na coluna FID1A e 0.06 g/L na
coluna FID2B. No equipamento GCFI002 o LQ obtido para a coluna front foi de 0.07 g/L
e de 0.05 g/L para a middle. (TABELA XV)
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Tabela XV-Resultados dos limites obtidos nos dois equipamentos

Desvio
a =) o
padrao de = 5

GC  Colunas Equacao da reta I’ respostas  Declive

FID1 A y=0.57748X-0.00779 0.99785 0.00457 0.57748 0.03  0.08

FI001 FID2B y=0.56787X-0.00399 0.99872 0.00346 0.56787 0.02  0.06
Front y=0.49498X-0.00158 0.99839 0.00338 0.49498 0.02  0.07

FI002 Middle y=0.50492X-0.00400 0.99911 0.00256 0.50492 0.02  0.05

Os valores apresentados na tabela XV foram obtidos com base na analise da regressao,

cujos resultados estdo apresentados no anexo-II.
3.2.2.4 Repetibilidade

A concordancia entre os resultados de uma medigao sucessiva efetuada num curto intervalo
de tempo, nas mesmas condigdes, pelo mesmo analista e utilizando o mesmo procedimento

€ 0s mesmos instrumentos, ¢ uma das condigdes para testar a repetibilidade.

A repetibilidade ou precisdo intra-dia foi testada em conjunto com um dos dias da precisao
intermédia. No estudo deste parametro foram preparados, por fortificagdo com etanol,
cinco (5) replicados com uma concentragdo de 0.49 g/L (gama baixa) e cinco (5)
replicados com uma concentracao de 1.19 g/L (gama média). Apds a andlise, ¢ obtida as
respetivas areas € os TRR para a substancia em estudo, e para cada replicado, calculou-se a
média das razdes area da substincia/area do PI, os desvios padrdo e os coeficientes de

variagao.

Este parametro foi avaliado de acordo com os valores obtidos para %CV. De acordo com
os valores do coeficiente de variacdo (CV <10%) obtidos (Tabela XVI), cumpriu-se o
critério de aceitagdo de resultados em vigor no SQTF para ambas as colunas dos dois

equipamentos utilizados na anélise de etanol em amostras de humor vitreo.
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Tabela XVI- Resultados obtidos nos dois equipamentos (controlo a 0.49 g/L e 1.19 g/L), no estudo de
repetibilidade

Middle
Etanol Repetibilidade TRR Repetibilidade Area
Controlo Média Desvio Padrao %CV Média Desvio Padrao %CV
049 g/ 0.495 0 0.04 0.259 0.001 0.37
1.19g/L.  0.495 0 0.03  0.640 0.004 0.59
Front
Etanol Repetibilidade TRR Repetibilidade Area

Controlo Média Desvio Padrio %CV Meédia Desvio Padriao %CV

0.49 g/ 0.695 0 0.05 0.264 0.010 0.37
1.19g/L.  0.694 0 0.02  0.646 0.003 0.50
FID1 A

Etanol Repetibilidade TRR Repetibilidade Area
Controlo Média Desvio Padrao %CV Média Desvio Padrio %CV
0.49 g/  0.565 0 0.02 0.291 0.007 2.5
1.19g/L.  0.564 0 0.02 0.740 0.009 1.2

FID2 B

Etanol Repetibilidade TRR Repetibilidade Area
Controlo Média Desvio Padrao %CV Média Desvio Padrio %CV
049 g/L.  0.616 0 0.01 0.290 0.007 2.3
1.19g/L.  0.615 0 0.02 0.721 0.009 1.2

Os restantes dados complementares e os calculos efetuados encontram-se no anexo-III.

3.2.2.5 Precisao intermédia

Foram preparados cinco (5) calibradores com concentragdes compreendidas entre 0.10 g/L

e 5.01 g/L (ver ponto 3.1.5.2.2). Além dos calibradores foram incluidas na mesma série de

analises uma amostra branca e os controlos de 0.49 g/LL e 1.19 g/L de etanol,

respetivamente (ver ponto 3.1.5.2.3). Os controlos foram preparados em trés replicados.

Como referido anteriormente, a precisdo intermédia pode ser estimada a partir dos

resultados das analises das amostras atras descritas, obtidos no mesmo laboratorio mas em
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dias diferentes e com analistas diferentes. Para este caso especifico a determinacao foi feita

em cinco dias diferentes e com analistas diferentes.

Este parametro pode ser avaliado através do coeficiente de variacdo (%CV) ou desvio

padrao relativo (DPR). (Tabela XVII)

Tabela XVII- Valores de coeficiente de variacio obtidas no estudo de precisiao intermédia

Cromatografo Coluna %CV

Gama Baixa (0.49 g/LL) Gama média/alta (1.19 g/L)

FID1 A 1.66 1.63
GCFI1001

Middle 2.08 1.37
GCFI1002

Front

A capacidade do método em fornecer resultados concordantes em dias diferentes e com
analistas diferentes foi avaliada a partir dos valores obtidos para o %CV. Um valor do
coeficiente de variacdo nao superior a 10% ¢ considerado aceite na avaliagdo da precisao

intermédia.

O método em estudo fornece resultados concordantes, mesmo sendo avaliado em dias
diferentes e com analistas diferentes, pois os valores de coeficiente de variacdo sdo
inferiores a 10% nos dois equipamentos. (TABELA XVII) Os dados foram tratados no
Microsoft Excel usando a ferramenta ANOVA de fator unico, com recurso as expressoes

abaixo referidas.

_ n¥ (®i-%)*

MS = —————  Equacio 1- Variabilidade dentro de grupos para p-1 graus de liberdade
run -1 q g
1 _
MS, = — ?:1 2}121(?51'; - x,)z Equacio 2- Variabilidade entre grupos para p (n-1) graus de
liberdade

Em que p ¢ o nimero de sequéncias para cada nivel de concentragdo (uma sequéncia para
cada dia); n ¢ o nimero de replicados em cada sequéncia; xjrepresenta a réplica individual
(replica j) obtida na sequéncia i; x; representa a média de n replicados obtidos na sequéncia

i e finalmente x, ¢ a média das médias de p sequéncias.
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S, =/ MS, Equacio 3-Cilculo da repetibilidade

MSyyn—MS
Srun = % Equacio 4-Calculo da precisio entre sequéncias

51 =4/ (S%) + (S%un) Equag¢io 5- Calculo da precisio intermédia

Quando os valores de %CV forem aproximadamente constantes ao longo de uma gama de

trabalho, aplica-se a formula abaixo para calcular um %CV ponderado.

(n—1)><CV§+(n2—1)><CVg+...
(n1—D+mz—-1)+--

%CVpool = \/ Equacio 6- Calculo de %CV ponderado.

Os resultados detalhados no estudo deste parametro encontram-se apresentados no

anexo-IV.
3.2.2.6 Exatidao

Para avaliar a exatiddo, foram analisadas solu¢des com concentragdes conhecidas, tendo o
coeficiente de variacdo constituido o indicador utilizado para avaliar os resultados do

estudo efetuado.

Os resultados obtidos sdo indicativos de uma boa exatiddo, uma vez que em cada nivel de
concentragdo a recuperagdo média foi superior a 94%. Os resultados para ambas as colunas
dos dois cromatografos revela que ndo h4d uma diferenca significativa entre a recuperagao
obtida e a concentragdo conhecida a um nivel de confianca de 95%, tendo em conta que os

valores de %CV foram inferiores a 10%. (TABELA XVIII)

Tabela XVIII- Resumo dos resultados de %CV e de recuperacio média no teste de exatidao

Cromatégrafo Coluna %CV Recuperacio média

Gama Gama
Gama Baixa média/alta Gama Baixa  média/alta
(0.49 g/L) (1.19 g/L) (0.49 g/L) (1.19 g/L)

GCFI1001 FID1 A 1.7 1.6 95.2 94.2
FD2 B OGS
GCF1002 Middle 2.0 1.4 97.7 94.5
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O resultado detalhado do teste de exatiddao encontra-se no anexo-V. Este foi obtido com o

apoio da ferramenta Microsoft Excel.
3.2.2.7 Avaliacio do fendmeno de arrastamento (Carryover)

A influéncia de uma andlise anterior num determinado resultado foi avaliada em
simultdneo com o teste aos limiares analiticos de quantificagdo. Para tal, foram preparadas
amostras brancas que foram analisadas de forma intercaladas com os calibradores de maior

concentragdo. No total foram injetadas quatro amostras brancas.

ApoOs as injegoes, procedeu-se a analise visual dos respetivos cromatogramas, nao tendo
estes revelado a presenca de picos com tempo de retengdo de etanol. Podemos por isso
concluir que, mesmo nos casos em que a concentragao de etanol na amostra ¢ elevada nao

interfere nos resultados subsequentes.
3.2.2.8 Teste aos limiares analiticos

Com base na gama de trabalho definida para a quantificacdo de etanol, procedeu-se ao
teste dos limites de quantificacdo inferior e superior da curva de calibragdo a uma
concentragdo de 0.1 g/L (gama baixa) ¢ 5.01 g/L (gama média/alta), respetivamente, e para
os dois equipamentos. Para o efeito, fortificaram-se cinco replicados de amostras de humor
vitreo com as concentragdes atras referidas. Aplicando o procedimento descrito no ponto
3.1.5.2.1, analisaram-se as amostras preparadas e os respetivos resultados, determinando-se
a percentagem do coeficiente de variagdo (CV%), a média e o erro em relacdo aos valores

tedricos.

Tabela XIX- Resultados obtidos no estudo dos limerares analiticos de quantificacio (gama baixa 0.1 g/L)

Equipamentos de CG/FID
GCFI001 GCFI002
FID1 A FID2 B Middle Front
%CV 7.34 8.76 4.6 4.6
Média 0.10 0.07 0.1 0.1
%Erro 0.21 26.6 2.0 2.0
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Tabela XX- Resultados obtidos no estudo dos limerares analiticos de quantificacio (gama média/alta 5.01 g/L)

Equipamentos de CG/FID
GCFI001 GCFI002
FID1 A FID2 B Middle Front
%CV 0.86 0.95 9.93 9.92
Média 4.81 4.43 4.32 4.35
%ZErro 3.93 11.65 13.77 13.17

De acordo com os resultados obtidos, (TABELA XIX e XX) verificou-se que foram
cumpridas os requisitos exigidos no teste de limiar analitico de quantifica¢do. Tanto para a
gama baixa como para a gama média/alta, os valores de coeficiente de variagdo (%CV)
foram inferiores a 20%, embora a coluna FID2 B do equipamento GCFI001 tenha revelado

um erro de 26.6%, mas o valor de coeficiente de variacao foi de 8.8%.
Os valores estdo apresentados de forma detalhada na tabela que se encontra no anexo VI.
3.2.2.9 Estabilidade

No estudo da estabilidade foram comparados resultados das mesmas amostras, gerados
pelo mesmo equipamento e inje¢des em dias diferentes. De amostras existentes no SQTF
foram retiradas as aliquotas necessdrias para preparar as AE. Estas amostras primarias
foram congeladas por um periodo de cinco meses e voltou-se a descongela-las para
novamente preparar as AE, a fim de avaliar se a agdo de congelamento/descongelamento

provoca alteragdes significativas na amostra e, consequentemente nos resultados.

A avaliagdo foi efetuada considerando que, quando nao existirem diferengas entre os dois
conjuntos de resultados obtidos de forma independente, a relagdo entre ambos sera uma
linha reta com declive igual a 1, interce¢do na origem igual a zero e um coeficiente de
correlagdo igual a 1. De facto, foi possivel constatar um comportamento bastante
aproximado a este (r> 0.99) para os resultados obtidos antes e depois das acdes de

congelamento/descongelamento das amostras utilizadas no estudo.

Sempre que possivel, a preparagdo das AE deve ser efetuada em duplicado, estimando-se a
respetiva media dos valores. A utilizagdo da média diminui o erro que pode ocorrer, por

exemplo, na pipetagem das amostras, uma vez que estamos a falar de volumes pequenos.
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Infelizmente ndo foi possivel implementar esta pratica no estudo uma vez que as amostras

jé tinham sido utilizadas para outros testes e ndo se dispunha de quantidade suficiente.

Foi feita a comparagdo entre os valores obtidos com a utilizagdo da coluna FID1 A do
equipamento CG da marca Agilent 6890N com injetor de headspace de volume fixo (loop)
obtidos inicialmente e apds o periodo de descongelamento. Obtiveram-se os seguintes
valores a partir da andlise de correlacdo: y = 0.9975x - 0.0038, R? = 0.9904. (TABELA
XXI e Grafico 1)

Tabela XXI- Dados estatisticos (FID1 A/FID1 A),

estudo da estabilidade
— 4
Dados estatisticos 04 -
&3 y = 0,9975x - 0,0038 A
] 2-
N° de amostras 20 =3 - R2=0.9904
wE
r 0.995 oy
<4
Declive 0.998 a1 -
o : ‘ ‘
Intercecao -0.004 0 1 3 4
~ FID1 A (12 injecao
Erro padrdo 0.107 (1? injegao)

Grificos 1- Comparacio das colunas FID1 A/ FID1 A, estudo
de estabilidade.

Esta comparacao foi também efetuada para os valores da coluna FID2 B do equipamento
GC da marca Agilent 6890N com injetor de headspace de volume fixo (loop). Obtiveram-
se os seguintes valores a partir da analise de correlagdo y = 0.9939x + 0.0002, R? = 0.9905.
(TABELA XXII e Grafico 2)

Tabela XXII- Dados estatisticos (FID2 B/FID2
B), estudo da estabilidade
4 -
Dados estatisticos 93 1 y=09939+0,0002 0

B3 R?=0.9905
N° de amostras 20 22

W
r 0.995 .

m1
Declive 0.994 a1

Taly] ‘ . ‘
Intercecao 0.000 1 3 4
Erro padrao 0.101 FID2 B(1* injecao)

Grificos 2 Comparacio das colunas FID2 B/ FID2 B, estudo
da estabilidade
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Foi feita a comparacdo entre os valores da coluna front do equipamento CG da marca
Varian 450 com injetor de volume variavel (seringa) (CombiPAL). Obtiveram-se o0s
seguintes valores a partir da anélise de correlacdo: y = 1.0063x + 0.0154. R* = 0.992.
(TABELA XXIII e Grafico 3)

Tabela XXIII Dados estatisticos (Front/Front),
estudo da estabilidade 4
53 - y = 1,0063x + 0,0154 A
Dados estatisticos B3 R?=0.992
L5
N° de amostras 20 £
©
N
r 0.996 ?5'1 )
11
Declive 1.006 L 0 ‘ : ‘ .
0 1 2 3 4
Intercecdo 0.015 Front (12 injegdo)
Erro padrao 0.090

Graficos 3- Comparacao das colunas Front/ Front, estudo da
estabilidade

Esta comparagdo foi também efetuada para os valores da coluna middle do equipamento
CG da marca Varian 450 com injetor de volume variavel (seringa) (CombiPAL). A partir
da andlise de correlagdo, obteve-se: y = 1.0132x + 0.0215, R* = 0.9904. (TABELA XXIV e
Grafico 4)

Tabela XXIV Dados estatisticos (Middle/Middle),
estudo da estabilidade
4 .
°
Dados estatisticos S 3 o %o
QL 3
=S
N° de amostras 20 =21 1
N o
N
QU
r 0.995 2
. 3
Declive 1.013 s
O T T T 1
Intercecao 0.021 0 1 2 3 4
Erro padrio 0.099 Middle( 1¢ inje¢éo)

Grificos 4 Comparacio das colunas Middle/ Middle, estudo da
estabilidade

Mesmo ndo sendo possivel fazer a média dos valores, foi possivel cumprir os critérios de
aceitacdo. A partir dos resultados obtidos pode se concluir que as agdes
congelacao/descongelagdo das amostras ndo provocaram alteragdes significativas nos
resultados da quantificagdao. Assim, podemos concluir que o etanol ¢ estavel nas condi¢des
normais de conservacgdo/utilizacdo das amostras. Os resultados estdo apresentados de

forma detalhada no anexo VIL.
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3.3 Aplicacio do método analitico a amostras de humor vitreo em casos reais.

Apbs o processo de validagdo do método, este foi aplicado a casos reais. Para tal, foram
selecionadas 20 amostras de HV colhidas no ambito de casos em que tinha sido solicitada a
analise de etanol. Estes processos foram escolhidos com o objetivo de abranger toda a
gama de trabalho estudada. As amostras foram analisadas segundo o procedimento
analitico em vigor no SQTF nos equipamentos GCFI001 e GCFI002. Foi feita a avaliagdo
dos cromatogramas obtidos para as amostras selecionadas e os resultados foram
considerados positivos de acordo com os critérios definidos para a positividade da
substancia etanol segundo o procedimento operacional sobre a avaliacdo, calculo e

expressdo de resultados em vigor. (TABELA XXV)

Assim, a positividade dos resultados foi avaliada de acordo com os critérios de aceitag@o
de t;. Considerando uma tolerancia de 7%, todos os resultados foram conformes tanto
para o equipamento de GCFIO01 como para o de GCFI002. Os resultados estdo

apresentados no anexo VIII.
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Tabela XXV- Concentracao do etanol em amostras reais de HV

Concentragao do etanol (g/L) nos dois equipamentos

GC-FIDO001 GC-FID002
Amostras  Coluna FID1 A Coluna FID2 B Coluna Front  Coluna Middle
1 0.15 0.13 0.14 0.14
2 0.36 0.34 0.32 0.33
3 1.57 1.50 1.31 1.30
4 3.38 3.22 3.12 3.12
5 1.97 1.88 1.80 1.79
6 2.16 2.06 1.91 1.90
7 2.21 2.12 1.99 2.00
8 2.60 2.46 2.4 2.37
9 1.55 1.49 1.41 1.41
10 2.21 2.12 2.02 2.00
11 2.22 2.13 2.14 2.12
12 0.36 0.34 0.33 0.33
13 0.17 0.15 0.16 0.15
14 0.54 0.51 0.49 0.49
15 2.87 2.73 2.72 2.71
16 3.30 3.14 3.03 3.03
17 2.25 2.15 1.87 1.85
18 1.22 1.15 1.13 1.12
19 2.27 2.16 1.99 1.98
20 0.23 0.21 0.2 0.2

3.4 Comparacio dos resultados da aplicacdo do método a amostras de HV (GCFI1001

e GCFI002)

A relevancia que a determinagdo da taxa do etanol apresenta em termos médico-legais e
juridicos exige que os resultados sejam tratados com rigor, exigindo-se, por isso, que a

avaliacdo dos resultados seja efetuada de acordo com critérios objetivos e documentados.

De forma a avaliar os resultados gerados por cada uma das duas colunas e respetivos
detetores foi selecionado um nuUmero significativo de amostras (um minimo de 20
amostras) cujos resultados fossem representativos da gama de trabalho em vigor.
Teoricamente, a relacdo entre os dois resultados seria uma linha reta, pois o declive seria

igual a 1, a interce¢@o na origem seria igual a 0 e o coeficiente de correlacdo igual a 1.

Face aos erros associados, os valores supracitados ndo se obtém na pratica.
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Foi feita a comparagdo entre os valores obtidos para as colunas middle e front do
equipamento de CG de marca Varian 450 com injetor de volume varidvel (seringa)
(CombiPAL). Obteve-se: y = 0.9963x-0.0014, 1’=0.9999. (TABELA XXVI e Gréfico 5).

Os resultados estao apresentados de forma detalhada no anexo IX.

Tabela XXVI- Dados estatisticos (Varian 450)

Dados estatisticos
4 —
N° de amostras 20 %g y = 0,0963x - 0,0014
1 R?=0.9999
r 1.000 32 -
2 i
Declive 0.996 14
1 i
Intercecao -0.001 0 :
N 0 1 2 3 4
Erro padrao 0.010 Front

Grificos 5- Comparacio das colunas Middle/ front

Relativamente a comparacao dos resultados da coluna FID1 A e FID2 B do equipamento
de CG de marca Agilent 6890N com injetor de headspace de volume fixo (loop). Os
resultados sdo: y = 1.0453x + 0.0073 e ’=0.9999. (TABELA XXVII e Grafico 6) Os

resultados estdo apresentados de forma detalhada no anexo IX.

Tabela XXVII- Dados estatisticos (Agilent 6890N)

Dados estatisticos
N < TR
amostras 20 Eg 1
r 1.000 ]
Declive 1.045 IS |
Intercecao 0.007 0 ! 2 S FIDI2B 4

Erro padrdo 0.010

Graficos 6- Comparacao das colunas FID1 A/FID2 B

Decidiu-se ainda proceder a comparacdo entre a coluna FID1 A e middle dos dois

equipamentos, porque apesar de ambos serem equivalentes diferem no sistema de injecgao.

Para isso analisaram-se os resultados obtidos no estudo anterior. Obteve-se: y = 1,0876x +
0,0296, r’= 0.9952. (TABELA XXVIII e Grafico 7) Os resultados estio apresentados de

forma detalhada no anexo IX.
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Tabela XXVIII-Dados estatisticos (Agilent6890N/ Varian 450)

Dados estatisticos

N° de amostras
r

Declive
Intercecao

Erro padrao

20
0.998
1.088

0.03
0.076
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Agilente 6890N

4 -

4 - y = 1,0876x + 0,0296

3 R2=0.9952

3 i

2 B

2 -

1 -

1 i

0 T T T 1
0 1 2 3 4

Varian 450

Graficos 7- Comparacao da coluna FID1 A/ Middle
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Capitulo I'V- Conclusao

De acordo com os resultados obtidos, pode concluir-se que as condi¢des analiticas
estabelecidas para os dois equipamentos de GC mostraram ser adequadas para a detegdo e
quantificagdo do etanol em amostras de humor vitreo. Os resultados obtidos a partir do
estudo dos pardmetros de validacdo selecionados asseguram a qualidade do método

analitico e, consequentemente, a obtencao de resultados laboratoriais confidveis.

Da avaliacdo aos resultados obtidos quer com colunas analiticas de um mesmo
equipamento quer de equipamentos diferentes, ¢ possivel concluir que os mesmos se

revelaram equivalentes.

A confirmagao da taxa de etanol em amostras de humor vitreo constitui uma alternativa nas
situacdes em que ndo se dispde de sangue para pesquisa de etanol, o que pode acontecer
nas situagdes de traumatismos graves ou de putrefacdo avangada. Contudo, e embora a
determinagdo de etanol em HV possa auxiliar a discernir entre uma ingestdo de etanol e
uma sintese endégena do mesmo, ¢ necessaria precaucdo, devido as variaveis envolvidas,

quando o que se pretende € inferir a partir do HV qual seria a concentragdo sanguinea.
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Anexos

Nos anexos encontram-se todos os valores detalhados obtidos no tratamento dos resultados
durante o processo de validacdo deste método analitico. Este encontra-se dividido de

acordo com os testes dos parametros analiticos.

No anexo- I, encontram-se os resultados do tratamento dos dados obtidos durante o
processo de validagdo do parametro linearidade. A linearidade do método foi avaliada com

base no estudo da regressao linear.

No anexo- II, estdo os resultados da analise dos limites de detecdo e quantificacdao. Estes
foram avaliados com base na analise da regressdo linear. Os calculos dos limites foram

com base nas equacdes 1 e 2.

No anexo- III, estdo apresentados os dados referentes a tratamento de dados referente a

repetibilidade do equipamento.

Anexo- 1V, estdo os dados do pardmetro precisdo intermédia. Este foi avaliado em cinco

dias diferentes e com analistas diferentes.

Anexo-V, os resultados apresentados neste anexo contém os dados obtidos na avaliagdo da

exatiddo do método.

Anexo-VI, refere-se a teste ao limiar analitico de quantificacao dentro da gama de trabalho

definido.
Anexo-VII, estdo apresentados os resultados da estabilidade.

Anexo- VIII, estdo os resultados da positividade dos resultados da aplicagdo do método a

amostras de humor vitreo.

Anexo- IX, neste anexo estdo apresentados os resultados da comparacdo dos valores
obtidos pelo método na andlise de casos reais que foram selecionados dos casos positivos

solicitados para analises no SQTF.
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Anexo -1

Equipamento GCFI001 - Coluna FID1 A

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de residuais
0,1
Estatistica de regressdo
R multiplo 0,999695321 | 2 005 #
Quadrado de R 0,999391 | 3 * .
Quadrado de R ajustado 0999314577 | & o * o ; * o ; )
Erro-padrio 0,030394843 14 .2 ¢ 3 4 5 6
Observagbes 10 -0,05
ANOVA
gl sQ MQ F F de significancia
Regressdo 1 12,12324582 12,12325 13122,58 3,76868E-14
Residual 8 0,007390772 0,000924
Total 9 12,13063659
Coeficientes Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,05908 0,016872651 -3,50128 0,008064 -0,097984212 -0,020167405
Variavel X 1 0,673115 0,00587597 114,5538 3,77E-14 0,659564763 0,686664786
RESULTADO RESIDUAL
Observagdo Y previsto Residuais 4
1 0,008235669  0,05391837 | 35 - y=0,6731x-0,0591
2 0,290943874 0,008096778
3 0,580383227 -0,002877121
4 0,795779955 -0,024371235
5 1,253498001 -0,039745437
6 1,583324241 -0,031527119
7 1,987193106 0,003798843
8 2,350675084 -0,011053462
9 2,956478381 0,030483499 !
10 3,488239053  0,013276884 0 2 4 6
CTeorica Etanol n-propanol |Subs/P.I.
01 1,39907 22,50972 | 0,062154
0,52 6,28942 21,03199 [ 0,299041
0,95 12,30997 21,31574 | 0,577506
1,27 16,05435 20,81173 | 0,771409
1,95 25,45369 20,97107 1,213753
2,44 32,81694 21,1477 | 1,551797
3,04 42,70176 21,44748 1,990992
3,58 50,63863 21,64394 | 2,339622
4,48 63,54624 21,27454 | 2,986962
5,27 76,22352 21,76872 | 3,501516
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Coluna FID2 B

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de residuais
0,06 -+
Estatistica de regresséo *>
R maltiplo 0,99974 0,04 7
Quadrado de R 099948 | g 0027 « ¢
Quadrado de R ajustado 0,999415 § 0 * ' * ' '
Erro-padrio 0,027011 | & 0,02 9 le 2 3 4 5 6
Observagoes 10 0,04 - + *
-0,06 -
ANOVA
gl 5Q MQ F F de significdncia
Regressao 1 11,21371945 11,21372 15370,08 2,00309E-14
Residual 8 0,005836647 0,00073
Total 9 11,21955609
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,04742 0,014994091 -3,16275 0,01334 -0,081998969 -0,012846099
Varidvel X 1 0,647373 0,005221754 123,9761 2E-14 0,635331508 0,659414279
RESULTADO RESIDUAL
Observagdo Y previsto  Residuais 4
1 0,017315 0,047732881 3,5 - y = 0,6474x-0,0474
2 0,289211 0,008832918 3 - R?=0,9995
3 0,567582 -0,0018871
4 0,774741 -0,018445406
5 1,214955 -0,040019134
6 1,532167 -0,031311793
7 1,920591 -0,000129345
8 2,270172 0,003493423
9 2,852808 0,011467076 '
10 3,364233  0,020266479 0 2 4 6
CTeorica Etanol n-propanol |Subs/P.I.
0,1 1,61305 24,79798 | 0,065048
0,52 6,90754 23,17622 0,298044
0,95 13,38507 23,6613 0,565695
1,27 17,38884 22,99212 0,756296
1,95 27,36796 23,29316 1,174935
2,44 35,28759 23,51165 1,500856
3,04 45,70334 23,7981 1,920462
3,58 54,17957 23,82917 2,273666
4,48 67,82022 23,67797 2,864275
5,27 81,28873 24,01795 3,384499
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Equipamento GC-FID002 - Coluna Middle

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de residuais
0,06 -
Estatistica de regressdo
R multiplo 0,999668 0,04 ¢ ¢
Quadrado de R 0,999336 § 0,02 -
Quadrado de R ajustado 0,999253 % 0 * . . . . .
Erro-padrio 0026289 | < ! le 2 3 ¢4 * . !
Observagdes 10 0,02 7 . *
-0,04 -
ANOVA
gl 5Q MQ F F de significdncia
Regressao 1 8,318115048 8,318115 12036,29 5,32365E-14
Residual 8 0,005528693 0,000691
Total 9 8,323643741
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,04303 0,01459317 -2,94851 0,018468 -0,076680029 -0,009376206
Varidvel X 1 0,557561 0,005082131 109,71 5,32E-14 0,545841251 0,569280083

RESULTADO RESIDUAL

Observagdo Y previsto  Residuais 3,5 7
1 0,012728 0,039879127 3 y = 0,5576x- 0,043
2 0,246903 0,011948245 R?=0,9993
3 0,486655 0,003364495
4 0,665074 -0,016200276
5 1,044215 -0,027556449
6 1,31742 -0,019858934
7 1,651956 -0,018280218
8 1,953039 -0,012454982
9 2,454844 -0,004000974 .
10 2,895317 0,043159965 0 2 4 6
CTedrica Etanol | n-propanol |Subs/P.l.
0,1 11,3 214,8 0,052607
0,52 54,1 209 0,258852
0,95 103,1 210,4 0,490019
1,27 132,5 204,2 0,648874
1,95 213,6 210,1 1,016659
2,44 266 205 1,297561
3,04 381,3 233,4 1,633676
3,58 385,4 198,6 1,940584
4,48 523,5 213,6 2,450843
5,27 601,8 204,8 2,938477
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Coluna Front

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de residuais
Estatistica de regressdo 0.05 *
R multiplo 0,9996424 | 8 W . .
Quadrado de R 0999285 2 O * . ' '
Quadrado de R ajustado 0,9991956 | & }} 1 € ¢ ¥ 0 5
Erro-padrao 0,0274909 -0,05 »
Observagbes 10 Varidvel X 1
ANOVA
gl 5Q MQ F F de significdncia
Regressao 1 8,449179478 8,449179 11179,87 7,15077E-14
Residual 8 0,006045994 0,000756
Total 9 8,455225473
Coeficientes Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,042751 0,015260624 -2,80137 0,023149 -0,077941753 -0,007559627
Varidvel X 1 0,56194 0,005314575 105,7349 7,15E-14 0,549680671 0,574191535
RESULTADO RESIDUAL
Observagéio Y previsto  Residuais 3,5 1
1 0,0134429 0,041440398 3 - y =0,5619x- 0,0428
2 0,2494561 0,016141064 R? =0,9993
3 0,4910886 -0,001801332
4 0,6709082 -0,014700794
5 1,0530247 -0,02331296
6 1,3283734 -0,024103739
7 1,6655351 -0,021974607
8 1,9689806 -0,02302213
9 2,4747231 0,011634679
10 2,9186526  0,03969942 0 2 4
CTedrica Etanol n-propanol |Subs/P.I.
0,1 12,7 231,4 0,054883
0,52 59,6 2244 0,265597
0,95 111,9 228,7 0,489287
1,27 144,3 219,9 0,656207
1,95 232,2 225,5 1,029712
2,44 290,2 222,5 1,30427
3,04 417,3 253,9 1,64356
3,58 421,3 216,5 1,945958
4,48 574,1 230,9 2,486358
5,27 660,6 223,3 2,958352
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Anexo-11

Equipamento GCFI001- Coluna FID1 A

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de residuais
0,01
Estatistica de regressdo .
R multiplo 0,998921957 0,005 +
Quadrado de R 0,997845| & + +
Quadrado de R ajustado 099757571 2 0 *
Erro-padrdo 0,004570899 & 0 014 %02 034 04 0,5 0,6
Observagdes 10 -0,005 +* ¢
-0,01
ANOVA
gl 5Q MQ F F de significdncia
Regressao 1 0,077397049 0,077397 3704,427 5,90148E-12
Residual 8 0,000167145 2,09E-05
Total 9 0,077564194
Coeficientes  Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,00779 0,002609624 -2,98406 0,017492 -0,013805081 -0,001769474
Variavel X1 0,57748 0,009487973 60,86401 5,9E-12 0,555596757 0,599355367
RESULTADO RESIDUAL
Observagdo Y previsto Residuais 0,35
1 0,021086526 0,007423477 03 y =0,5775x-0,0078
2 0,032636047 0,000608543 R?=0,9978
3 0,038410808  0,00261711 | *%°
4 0,073059371 -0,002421246 | 0.2
5 0,090383653 -0,001984268 | 0,15
6 0,119257456 -0,006122257 01
7 0,148131259 -0,004625254
8 0,188554584 -0,00259928 0,05
9 0,234752669 0,002109575 0
10 0,298275035  0,0049936 0 0.2 04 0,6
CTedrica Etanol n-propanol |Subs/P.1.
0,05 0,731277 25,64984 0,02851
0,07 0,823279 24,7643 0,033245
0,08 1,02744 25,04246 ] 0,041028
0,14 1,7557 24,85485 | 0,070638 LOD= 0,03
0,17 2,05997 23,30299 | 0,088399 LOQ= 0,08
0,22 2,88322 25,48473 0,113135
0,27 3,54086 24,67395 | 0,143506
0,34 4,8552 26,1095 0,185955
0,42 6,08199 25,67733 0,236862
0,53 7,8931 26,02676 | 0,303269
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Coluna FID2 B

SUMARIO DOS RESULTADOS

Desenho de residuais

Estatistica de regressdo 0,008 .
R multiplo 0,999359945 0,006
Quadrado de R 0,998720 £ 0,004 +*
Quadrado de R ajustado 0,998560337 | & 0,002 .
Erro-padrio 0,003462286 | & 0 *
Observagbes 10 -0,002 0 40,1 ”o,z 0,3 * 0,4 0,5 0,6
-0,004 * o
ANOVA
gl sSQ MQ F F de significGncia
Regressao 1 0,074842995 0,074843 6243,461 7,33693E-13
Residual 8 9,58994E-05 1,2E-05
Total 9 0,074938895
Coeficientes Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,00399 0,001976693 -2,0169 0,078435 -0,008545054 0,000571469
Variavel X 1 0,56787 0,007186785 79,01557 7,34E-13 0,551295203 0,584440716
RESULTADO RESIDUAL
Observagdo Y previsto Residuais 0,35
1 0,024406605 0,006804165 03 y =0,5679x - 0,004
2 0,035763965 -0,001334211 R? =0,9987
3 0,041442644 0,001764909 | %>
4 0,075514722 -0,002461428 0,2
5 0,092550761 -0,001204238 | 0,15
6 0,120944159 -0,003395198 01
7 0,149337557 -0,003385698
8 0,189088314 -0,000990415 | %9°
9 0,234517751  0,00061803 0
10 0,296983226 0,003584085 0 0.2 04 0,6
CTedrica Etanol n-propanol |Subs/P.l.
0,05 0,885639 28,37607 |0,031211
0,07 0,944571 27,43473 0,03443
0,08 1,19527 27,66345 | 0,043208
0,14 2,01061 27,52251 | 0,073053 LOD= 0,02
0,17 2,35896 25,8243 | 0,091347 LOQ= 0,06
0,22 3,30795 28,14104 |0,117549
0,27 3,97896 27,26214 | 0,145952
0,34 5,42505 28,84163 | 0,188098
0,42 6,68088 28,41286 |0,235136
0,53 8,64015 28,74614 | 0,300567
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Equipamento GCFI1002-Coluna Middle

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de residuais
Estatistica de regresséo 0,004 . .
R multiplo 0,999556 0.002 .
Quadrado de R 0999111 & *
Quadrado de R ajustado 0,999 é 0 S 2 *
Erro-padrao 0,002565 & 0 01% 02 0,3 0,4 0,5 0,6
Observagdes 10 -0,002 *
+ ¢
-0,004
ANOVA
gl SQ MQ F F de significdncia
Regressao 1 0,059169 0,059169 8993,983 1,70616E-13
Residual 8 5,26E-05 6,58E-06
Total 9 0,059222
Coeficienteirro-padrdc  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,00400 0,001464 -2,73461 0,025662 -0,0073813 -0,000627641
Varidvel X 1 0,50492 0,005324 94,83661 1,71E-13 0,492640396 0,517195098
RESULTADO RESIDUAL
Observagéo Y previsto Residuais 0,3
1 0,021241 0,002189 y = 0,5049x - 0,004
2 0,03134 -0,00013 | *° R? =0,9991
3 0,036389 0,003167 0,2
4 0,066684 -0,00091 0.15
5 0,081832 -0,00035
6 0,107077 -0,00197 0,1
7 0,132323 -0,00334 0,05
8 0,167668 -0,00315
9 0,208061 0,001275 0
10 0,263602  0,00321 0 0,2 04 06
CTedrica Etanol p-propano| Subs/P.I.
0,05 5 213,4 0,02343
0,07 7 224,3 10,031208
0,08 8,2 207,3 | 0,039556
0,14 13,8 209,8 | 0,065777 LOD= 0,02
0,17 17,6 216 0,081481 LOQ= 0,05
0,22 25,1 238,8 |0,105109
0,27 27,1 210,1 |0,128986
0,34 34,5 209,7 |0,164521
0,42 43,5 207,8 |0,209336
0,53 61,1 229 0,266812
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Coluna Front

SUMARIO DOS RESULTADOS

Desenho de residuais

Estatistica de regressdo 0,01
R multiplo 0,999196 0,005 *
Quadrado de R 0,998392 2
Quadrado de R ajustado 0,998191| 3 0 . * * *
Erro-padrdo 0,003383 § 0 401% 0,2’ 0,3 0,4 0,5 0,6
Observagbes 10 -0,005 *
-0,01
ANOVA
gl SQ MQ F F de significdncia
Regressao 1 0,056863913 0,056864 4967,898 1,82815E-12
Residual 8 9,15702E-05 1,14E-05
Total 9 0,056955483
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,00158 0,00193156 -0,81679 0,437694 -0,006031862  0,00287651
Variavel X 1 0,49498 0,007022695 70,48332 1,83E-12 0,478788489 0,511177218
RESULTADO RESIDUAL
Observagdo Y previsto  Residuais 0,3
1 0,023171 0,000689705 025 y = 0,495x-0,0016
2 0,033071 -0,002403904 ’ R*=0,9984
3 0,038021 0,001481933 0,2
4 0,06772 -0,002262161 0.15
5 0,082569 0,001659211
6 0,107319 -0,001624324 0,1
7 0,132068 -0,000209287 0,05
8 0,166716 0,001131159
9 0,206315 0,006689362 0
10 0,260763 -0,005151693 0 0.2 0,4 0.6
CTedrica Etanol | n-propanol |Subs/P.I.
0,05 5,5 230,5 0,023861
0,07 7,4 241,3 0,030667
0,08 8,9 225,3 0,039503
0,14 14,8 226,1 0,065458 LOD= 0,02
0,17 19,6 232,7 0,084229 LOQ= 0,07
0,22 27,1 256,4 0,105694
0,27 29,8 226 0,131858
0,34 37,9 225,8 0,167848
0,42 47,5 223 0,213004
0,53 55,8 218,3 0,255612
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Anexo-II1
Etand- ADI B Etarcl- FID1 A
Repetit TRR Repetih_Aress Repetib_TRR Repetib Aress
™ TR ) Ares TR TR @ . .
jmin}  (min} TRR Ares p A b (miiny (min} TRR Ares Areapd AfAp
185 1M 0815 7 3 028 1517 4525 0,565 6 b4 0,750
1,48 LM 0818 T 1T 0284 L5127 4525 0565 6 b4 0,285
04%3 | 147 130 061 B % 03m 08z 3813 4525 055 7 13 0,304
1,415 554 0,616 7 1% 0,285 1,612 4,625 0,565 & n 0,756
1418 3.M1 0616 T 75 0,158 1,611 4,616 0,563 & il 0,19
Média 0,615 Méda 0,130 Média 0,565 Médta 0,271
Demv.pad. (s} 0000  Desv. pad. g} 0,007 Desv. pad. (s} 0,000 Dev. pad. s 0,007
oV o0m oV Ey L3 CV (%) 002 CV %) 13
1,85 3,31 0815 16 1 o Le0E 4513 0% 13 B 0.7
1405 LW 0815 18 3 0T Lo 4815 0% 13 w arE
1198 | 2405 3530 0815 17 1 o 1Wall 2608 4626 054 15 nouTd
245 LM 0615 17 PR Le0y 4815 0544 18 no o
.85 1% 0818 18 % 0TS Ledy  4f15 0% 07 N
Mide 0,815 Méda 0,7H Media 0,554 Média 0,740
Demv.pad. s} 0,000  Desv. psd. £} 0009 Demv. pad. (=) 0,000 Demv. pad. (s} 0,009
oV %) om CV ) 1.2 Cv ) o0 CViE) 1.2
Etanol- Mi ddle Etamnd - Front
Repetib TR Repetib Aress Repetib, TRR Fepetib fress
T TEp ) ) ™ TR@ . Ares
i} (min) TR Ares  Arespd AMA@ friry  (man) TRR  Ares B AMAm
143 49EF 04 0 0W bl 028 13783 1,917 06% 59 273 0,264
143 4FEL 0455 55 1z 01 13767 13817 06% &2 23T 0,264
O4%0L | 1083 4308 0855 0 58 204 0215 048zl 13767 1,317 0,59 58 219 0,264
1,487 4308 0855 0 4 208 015 13767 19817 06% 58 10 0,265
1,487 43087 0855 0= 11 015 13767 13817 06% &0 173 0,281
Mics 0,555 Méds 0I5 Média 0,675 Méds 0,254
Dev.ped. (s} 0,000  Desv. pad. ) 0001 Desv.pad. (sh 0000  Desv. pad. ) 0,001
CifE) 00 CV[E) 04 oV 01 oV ) 04
1457 4308 084 I 208 054l 1575 L¥E1T 0674 1es 177 0451
1,457 43067 0855 1% 2 058 157335 198 0694 148 2179 0,548
1.1%L | 1988 4WE 0865 10 213 05% LWl 1375 133 05% 132 135 0,647
7,405 43083 0865 1M M0 055 1,175 13817 067 14 2117 0,543
1857 4508% 0455 15 106 0557 1,378 1,¥17 0,694 143 i 0,643
Medis 0,555 Méds 054 Médis 0,634 Meda 0,546
Dev. pasd. (s} 0000  Desw. pad. () 0004 Desv.pad. (sh 0000 Desv. ped. B} 0,003
CY %) 00 CV(E) 08 OV % 00 OV B 05
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Anexo-1V

Equipamento GCFI001 / Primeiro dia (10/12/12) - Coluna FID1 A

SUMARIO DOS RESULTADOS

Desenho de residuais

Estatistica de regressdo 0,015 1o
R multiplo 0,999976 0,01
Quadrado de R 0,999951 | .
Quadrado de R ajustado 0,999935 .§ 0,005
Erro-padrio 0011205 | & 0
Observagbes 5 10,005 0 . 1’ 2 3 4 5 6
’
ANOVA 0,01
gl sQ MQ F F de significancia
Regressao 1 7,750629652 7,75063 61732,18 1,43773E-07
Residual 3 0,000376657 0,000126
Total 4 7,751006309
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,01791 0,007362087 -2,4334 0,093046 -0,041344384  0,00551451
Varidvel X 1 0,68162 0,002743387 248,4596 1,44E-07 0,672890178 0,690351541
4
3,5 y=0,6816x-0,0179
RESULTADO RESIDUAL 3 R*=0,9999
Observagdo Y previsto  Residuais
1 0,050247 0,013699192
2 0,316079 -0,006185105
3 0,793214 -0,006022689
4 2,054212 -0,008273952
5 3,397006 0,006782554 0 2 4 6
CTedrica Etanol | n-propanol |Subs/P.I.
0,1 2,09418 32,74902 | 0,063946
0,49 10,17267 | 32,82627 | 0,309894
1,19 23,85701 30,3065 0,787191
3,04 61,29462 29,95917 2,045939
5,01 94,99571 27,90882 3,403788
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Coluna FID2 B

SUMARIO DOS RESULTADOS

Desenho de residuais

Estatistica de regresséio 0,01
R mltiplo 0,999994 0,005 .
Quadrado de R 0,999988 2
Quadrado de R ajustado 0,999984 '§ 0 * L &
Erro-padrio 0,005468 | & 0 le 2 3 4 5 6
Observacgoes 5 -0,005 *
-0,01
ANOVA
gl sQ MQ F F de significdncia
Regressao 1 7,261710052 7,26171  242832,7641 1,84291E-08
Residual 3 8,97125E-05 2,99E-05
Total 4 7,261799765
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,00845 0,003592974 -2,35214  0,100111508 -0,019885609 0,002983285
Varidvel X 1 0,659772 0,001338875 492,7806  1,84291E-08 0,655511026 0,664032825
3,5
3 y =0,6598x-0,0085
R?=0,9999
RESULTADO RESIDUAL 2,5
2
Observagdo Y previsto  Residuais 15
1 0,057526 0,007124527 1
2 0,314837 -0,005166144
3 0,776677 -0,003356937 | %
4 1,997255 0,000605607 0
5 3,297006 0,000792948 0 1 2 3 4 > 6
CTedrica Etanol | n-propanol |Subs/P.I.
0,1 2,29574 35,50998 | 0,064651
0,49 11,02501| 35,60234 |0,309671
1,19 25,45396| 32,91515 0,77332
3,04 64,96385 32,5167 1,997861
5,01 100,4848 | 30,47027 | 3,297799
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Segundo dia (11/12/12) - Coluna FID1 A

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de residuais
Estatistica de regresséo 0,04
R multiplo 0,9998869 0,03 - *
Quadradode R 0,9997737 o 002 "
Quadrado de R ajustado 0,9996983 -g 0,01 1
Erro-padrio 002526 | & °© ‘ ' ' ‘ ' '
Observacbes 5 0,01 SRS 2 3 4 s i
-0,02 .
ANOVA 003~
gl 5Q MQ F F de significGncia
Regressao 1 8,633861294 8,633861 13255,33754 1,44466E-06
Residual 3 0,001954049 0,000651
Total 4 8,635815343
Coeficientes Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,02016 0,016768546 -1,20243 0,315448739 -0,073527947 0,033202049
Variavel X 1 0,71941 0,006248583 115,1318 1,44466E-06 0,699524955 0,739296512

3,5 1 y =0,7194x-0,020
RESULTADO RESIDUAL

Observagdo Y previsto  Residuais

1 0,0517781 0,014843287

2 0,3323483 -0,010567356

3 0,8359358 -0,022510852

4 2,1668457 0,030901199 ' '

5 3,5840848 -0,012666279 0 1 2 3 4 5 6
CTedrica Etanol n-propanol [Subs/P.1.

0,1 1,27289 19,10632| 0,066621

0,49 6,13022 19,05091| 0,321781

1,19 16,0475 19,72831| 0,813425

3,04 46,38725 21,10673| 2,197747

5,01 69,21952 19,38152| 3,571419
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Coluna FID2 B

SUMARIO DOS RESULTADOS

Desenho de residuais

Estatistica de regressdo 0,04
R multiplo 0,999901925 0,03 *
Quadrado de R 0,999804 2 0,02
Quadrado de R ajustado 0,999738479 3 001 #
Erro-padrio 0022873739 | &
Observacgoes 5 0,01 9 . 1’ 2 3 4 i 6
-0,02
ANOVA
gl sQ MQ F F de significdncia
Regressao 1 8,000967203 8,000967 15292,14 1,16591E-06
Residual 3 0,001569624 0,000523
Total 4 §8,002536827
Coeficientes  Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,01301 0,015028839 -0,86552 0,450424 -0,060836191 0,034820756
Varidvel X 1 0,69254 0,005600303 123,6614 1,17E-06 0,674718551 0,710363879
4
3,5 y=0,6925x-0,013
3 R?=0,9998
RESULTADO RESIDUAL
Observagdo Y previsto Residuais
1 0,056246404 0,010858177
2 0,326337478 -0,012367517
3 0,811116329 -0,014748963
4 2,092317577 0,029912978
5 3,456623771 -0,013654675 0 4 6
CTedrica Etanol n-propanol  [Subs/P.1.
0,1 1,40416 20,92495| 0,067105
0,49 6,58687 20,9793| 0,31397
1,19 17,16714 21,55681| 0,796367
3,04 49,29428 23,22758| 2,122231
5,01 73,19408 21,259| 3,442969
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Terceiro dia (12/12/12) - Coluna FID1 A

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de reSiduaiS
Estatistica de regressdo 0,015 1 o
R multiplo 0,999981 0,01 1
Quadradode R 0,999962 2 0,005 - .
Quadrado de R ajustado 0,99995 3 0 T T * T T |
Erro-padrio 0,009336 ﬁ 00059 & 1 2 3 4 5 6
Observagdes 5 0,01 -
-0,015 -
ANOVA
gl sQ MQ F F de significdncia
Regressdo 1 6,915609565 6,91561 79350,13314 9,86574E-08
Residual 3 0,000261459 8,72E-05
Total 4 6,915871024
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,01352 0,006133801 -2,20373 0,114771059 -0,033037747 0,006003237
Variavel X 1 0,64386 0,002285682 281,6916 9,86574E-08 0,636583223 0,651131343
3,5 7
3 y =0,6439x-0,0135
R2=0,9999
RESULTADO RESIDUAL
Observagdo Y previsto  Residuais
1 0,050868 0,011979228
2 0,301973 -0,005165331
3 0,752673 -0,009207443
4 1,943809 -0,00015141 ' !
5 3,212208  0,002544957 0 1 2 3 4 > 6
CTedrica Etanol n-propanol |Subs/P.I.
0,1 1,67998 26,73097| 0,062848
0,49 7,71221 25,98388| 0,296807
1,19 17,73864 23,8594| 0,743465
3,04 48,70586 25,05887| 1,943657
5,01 75,51962 23,49158| 3,214753
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Coluna FID2 B

SUMARIO DOS RESULTADOS

Desenho de residuais

RESULTADO RESIDUAL

Estatistica de regressdo 0,02
R multiplo 0,999965 0,015 *
Quadrado de R 0999931 | = 01 7g
Quadrado de R ajustado 0,999908 | 3 005
Erro-padrio oo12124 & °
Observagdes 5 0,005 9 ¢! 2 > * + 1
-0,01 *
-0,015
ANOVA
gl 5Q MQ F F de significdncia
Regressao 1 6,378953 6,378953 43396,03 2,43927E-07
Residual 3 0,000441 0,000147
Total 4 6,379394
Coeficiente:rro-padréc Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,00632 0,007966 -0,79367 0,485367 -0,031673597 0,019028864
Variavel X 1 0,618371 0,002968 208,3171 2,44E-07 0,608924153 0,627817772
3,5
3 y =0,6184x-0,0063

R?=0,9999

Observagbo Y previsto Residuais
1 0,055515 0,007897
2 0,296679 -0,00661
3 0,729539 -0,00972
4 1,873525 0,014337
5 3,091716  -0,0059 0 2 N 6
CTedrica Etanol n-propandSubs/P.I.
0,1 1,86409| 29,39655| 0,063412
0,49 8,26123| 28,48007| 0,290071
1,19 18,95876| 26,33839| 0,719815
3,04 51,80425| 27,44069| 1,887863
5,01 80,02506| 25,9332| 3,085815
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Quarto dia (13/12/12) - Coluna FID1 A

SUMARIO DOS RESULTADOS

Desenho de residuais

Estatistica de regressdo 0,02
R multiplo 0,9999713 0,015 "¢
Quadrado de R 09999425 | o 001
Quadrado de R ajustado 09999234 | 3 9005 .
Erro-padrao 0,0118747 é o 002 3 " . a 5 L
Observagbes 5 -6,01 *
-0,015 ¢
ANOVA
gl 5Q MQ F F de significancia
Regressdo 1 7,360668536 7,360669 52199,92 1,849E-07
Residual 3 0,000423028 0,000141
Total 4 7,361091564
Coeficientes Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,01648 0,007802108 -2,11288 0,125025 -0,041314689 0,008344894
Varidvel X 1 0,6642522 0,002907355 228,473 1,85E-07 0,654999712 0,673504715
3,5
3 y=0,6643x-0,016
R? =0,9999
RESULTADO RESIDUAL 2,5
2
Observagdo Y previsto  Residuais 15
1 0,0499403 0,014116746 1
2 0,3089987 -0,006497793
3 0,7739752 -0,012718826 0,5
4 2,0028418 0,004387168 0
5 3,3114187 0,000712706 0 4 6
CTedrica Etanol n-propanol [Subs/P.I.
0,1 1,57644 24,60993| 0,064057
0,49 7,26275 24,00902| 0,302501
1,19 19,4583 25,56077| 0,761256
3,04 46,66968 23,2508| 2,007229
5,01 80,61231 24,3385| 3,312131
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Coluna FID2 B

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de residuais
Estatistica de regressdo 0,015 1
R multiplo 0,999982 0,01 ¢
Quadrado de R 0,999964 £ 0,005 - *
Quadrado de R ajustado 0,999953 i)
Erro-padrao 0,008963 & 0 ' ' ' ' ? '
Observagdes 5 -0,005 L * ! 2 3 4 P
-0,01 - o
ANOVA
gl SQ MQ F F de significdncia
Regressado 1 6,786937631 6,786938 84476,36 8,98151E-08
Residual 3 0,000241024 8,03E-05
Total 4 6,787178655
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,00769 0,005889218 -1,30498 0,282974 -0,026427435 0,011056804
Varidvel X 1 0,63784 0,002194541 290,6482 8,98E-08 0,630855341  0,64482336
3,5 1
3 - y=0,6378x-0,007Z
RESULTADO RESIDUAL 2,5
2
Observagdo Y previsto  Residuais 15
1 0,056099 0,009372964
2 0,304856 -0,006197887 !
3 0,751344 -0,008173966 | O~
4 1,931346 0,006709516 0 !
5 3,18789 -0,001710627 0 2 4 6
CTeodrica Etanol n-propanol |Subs/P.I.
0,1 1,77274 27,07648| 0,065472
0,49 7,88575 26,40394| 0,298658
1,19 20,83429 28,03437| 0,74317
3,04 49,74592 25,66795| 1,938056
5,01 85,34917 26,78731| 3,186179
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Quinto dia (17/12/12) - Coluna FID1 A

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de residuais
Estatistica de regressdo 0.0 ]‘ * *
R multiplo 0,999912 2 0 : : : : : .
Quadrado de R 0,99982 3 ¢ 1 2 3 4 5 6
Quadrado de R ajustado 0,999764 é -0,02
Erro-padrio 0,021238 *
Observacbes 5 -0,04
ANOVA
gl 5Q MQ F F de significdncia
Regressao 1 7,654997022 7,654997 16971,49 9,97238E-07
Residual 3 0,001353151 0,000451
Total 4  7,656350174
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,01495 0,013954068 -1,07122 0,362588 -0,059355969 0,029460178
Variavel X 1 0,67740 0,005199804 130,2747 9,97E-07 0,660854556 0,693950748
4 -
3,5 - y=0,6774x-0,0149
3 R =0,9998
RESULTADO RESIDUAL
Observagdo Y previsto  Residuais
1 0,052792 0,010289473
2 0,316979 -0,009822558
3 0,791161 0,012750259
4 2,044356 -0,027832154 '
5 3,378839  0,014614979 0 2 4 6
CTedrica Etanol n-propanol |Subs/P.I.
0,1 1,34756 21,36209| 0,063082
0,49 6,65455 21,66499| 0,307157
1,19 18,24273 22,69246| 0,803912
3,04 49,1146 24,35607| 2,016524
5,01 70,18098 20,68128| 3,393454
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Coluna FID2 B

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de residuais
Estatistica de regresséo 0,02
R multiplo 0,999952 4
Quadrado de R 099990 | g 001 1o *
Quadrado de R ajustado 0,999873 3 0 : : : : : ,
Erro-padrao 0,014895 é 0 1 2 3 4 5 6
Observagdes 5 001 1 &
’
-0,02 -
ANOVA
gl SQ MQ F F de significdncia
Regressao 1 6,973861094 6,973861 31434,73 3,95646E-07
Residual 3 0,000665556 0,000222
Total 4 6,97452665
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,00476 0,009786334 -0,48664 0,659853 -0,035906858 0,026382105
Varidvel X 1 0,646563 0,003646751 177,2984 3,96E-07 0,634957675 0,658168854
3,5 7
3 - y =0,6466x - 0,004
RESULTADO RESIDUAL 2,5
2
Observagdo Y previsto  Residuais 15
1 0,059894 0,006550651 1
2 0,312054 -0,011006485
3 0,764648 0,013072567 | O
4 1,96079 -0,016422128 | © '
5 3,23452  0,007805395 0 2 4 6
CTedrica Etanol n-propanol |Subs/P.I.
0,1 1,58323 23,82782| 0,066445
0,49 7,27851 24,17731] 0,301047
1,19 19,66467 25,28501| 0,77772
3,04 52,59723 27,05107| 1,944368
5,01 74,99462 23,12989| 3,242325
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Validacdo do etanol, precisdo intermédia tratamento final de dados dos equipamento
GCFIOO01.

Coluna FID1 A
Data 1° DIA (10/12/12) | 2° DIA (11/12/12) | 3° DIA (12/12/12) | 4° DIA (13/12/12) | 5° DIA (17/12/12)
R 0.99995 0.99977 0.99996 0.99994 0.99982
Declive 0.68162 0.71941 0.64386 0.66425 0.6774
Y0 -0.01791 -0.02016 -0.01352 -0.01648 -0.01495
Gama Baixa 0.49 g/L
Replicado 1 0.468 0.469 0.482 0.461 0.451
Replicado 2 0.467 0.482 0.47 0.469 0.445
Replicado 3 0.468 0.473 0.464 0.46 0.471
Média 0.468 0.475 0.472 0.463 0.455
Recuperacio 95.424 96.936 96.32 94.543 92.912
Concenc. Média 0.47
Recuperacio Média 95.23
Repetibilidade (S,) 0.01
Between Run (S,un) 0.01
Precisdo intermédia 0.01
C.V (%) 1.66
Gama média/alta 1.19 g/L.
Replicado 1 1.12 1.13 1.15 1.12 1.1
Replicado 2 1.11 1.16 1.14 1.1 1.11
Replicado 3 1.12 1.14 1.11 1.1 1.11
Média 1.12 1.15 1.13 1.1 1.11
Recuperacio 93.94 96.31 95.29 92.69 93.01
Concenc. Média 1.12
Recuperacio Média 94.24
Repetibilidade (S,) 0.01
Between Run (S,un) 0.02
Precisdo intermédia 0.02
C.V (%) 1.63
C.Vpool 212
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Coluna FID2 B

Data 1° DIA (10/12/12) | 2° DIA (11/12/12) | 3° DIA (12/12/12) | 4° DIA (13/12/12) | 5° DIA (17/12/12)
R? 0.99999 0.9998 0.99993 0.99996 0.9999
Declive 0.65977 0.69254 0.61837 0.63784 0.64656
Y0 -0.00845 -0.01301 -0.00632 -0.00769 -0.00476
Gama Baixa 0.49 g/L
Replicado 1 0.46 0.47 0.49 0.46 0.46
Replicado 2 0.46 0.49 0.47 0.47 0.45
Replicado 3 0.47 0.48 0.47 0.46 0.47
Média 0.46 0.48 0.47 0.47 0.46
Recuperagio 94.61 98.44 96.74 95.04 93.58
Concenc. Média 0.47
Recuperacio Média 95.68
Repetibilidade (S;) 0.01
Between Run (S,u,) 0.01
Precisio intermédia 0.01
C.V (%) 2
Gama média/alta 1.19 g/L.
Replicado 1 1.13 1.14 1.16 1.13 1.12
Replicado 2 1.12 1.17 1.14 1.1 1.12
Replicado 3 1.11 1.15 1.12 1.11 1.11
Média 1.12 1.15 1.14 1.11 1.12
Recuperacio 93.94 96.91 95.98 93.33 93.79
Concenc. Média 1.13
Recuperaciio Média 94.79
Repetibilidade (S;) 0.01
Between Run (S,.,) 0.02
Precisio intermédia 0.02
C.V (%) 1.65
C.Vpool 2.96
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Equipamento GCFI1002

Primeiro dia (07/12/12) - Coluna Middle

RESULTADO RESIDUAL

2

1,5

SUMARIO DOS RESULTADOS H :
Desenho de residuais
Estatistica de regresséo 0,03 7 .
R multiplo 0,999909 0,02 -
Quadrado de R 0,999818 2 001 -
. S ’ <>
Quadrado de R ajustado 0,999757 s
Erro-padrio 001812 & © ' ' ' ' ' '
N ) ¢ 1 2 3 4 5 6
Observagdes 5 -0,01 A 'S
’
-0,02 -
ANOVA
gl s5Q MQ F F de significdncia

Regressao 1 5,398045708 5,398046 16441,05 1,04588E-06
Residual 3 0,000984982 0,000328
Total 4 5,399030689

Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,01053 0,011905338 -0,88471 0,44147 -0,048420884 0,027355315
Varidvel X 1 0,568843 0,004436371 128,2227 1,05E-06 0,554724803 0,582961826

3 -
y =0,5688x- 0,010
2,5

Observagdo Y previsto  Residuais
1 0,046352 0,007246468 1
2 0,2682 -0,005955541 05
3 0,666391 -0,014596385
4 1,718751 0,023907147 0 '
5 2,839372 -0,010601689 0 2 4 6
CTedrica Etanol | n-propanol |Subs/P.I.

0,1 10,8 201,5 0,053598

0,49 51,4 196 0,262245

1,19 134,4 206,2 0,651794

3,04 350,1 200,9 1,742658

5,01 568,3 200,9 2,828771
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Coluna Front

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de reSiduaiS
Estatistica de regressdo 0,03 5 *
R multiplo 0,999891 0,02 -
Quadrado de R 0,999781 § 0,01 14
Quadrado de R ajustado 0,999708 el
Erro-padrdo 0,020112 ﬁ 0 ' ' ' ' ' '
Observagdes 5 -0,01 v et 2 3 4 i i
-0,02 - =
ANOVA
gl SQ MQ F F de significdncia
Regressdo 1 5,546914672 5,546915 13713,32 1,37291E-06
Residual 3 0,001213473 0,000404
Total 4 5,548128145
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,01055 0,013214256 -0,79863 0,482885 -0,052606918 0,031500404
Varidvel X 1 0,576634 0,004924122 117,1039 1,37E-06 0,560963081  0,59230459
3,5 7
3 y=0,5766x-0,0106
RESULTADO RESIDUAL 2,5 R?=0,9998
Observagdo Y previsto  Residuais
1 0,04711 0,007982466
2 0,271997 -0,006328473
3 0,675641 -0,016438141
4 1,742414  0,02649974 !
5 2,878382 -0,011715592 0 2 4 6
CTedrica Etanol | n-propanol |Subs/P.l.
0,1 11,9 216 0,055093
0,49 56,8 213,8 0,265669
1,19 147,2 223,3 0,659203
3,04 385,8 218,1 1,768913
5,01 627,8 219 2,866667
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Segundo dia (11/12/12) Coluna Middle

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de reSiduaiS
Estatistica de regressdo 0,03 7
R multiplo 0,999926 0,02 ¢
Quadrado de R 0,999851 % 001 - 2
Quadrado de R ajustado 0,999802 é ’
Erro-padrio 0,018093 g 0 * ' ' '
Observagdes 5 -0,01 L ! 2 > ¢ >
L 2 L 4
-0,02 -
ANOVA
gl 5Q MQ F F de significdncia
Regressao 1 6,606324319 6,606324 20180,92 7,69098E-07
Residual 3 0,000982065 0,000327
Total 4 6,607306384
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,01939 0,011887697 -1,63127 0,201332 -0,057223952 0,018439961
Variavel X 1 0,62930 0,004429797 142,0596 7,69E-07 0,615197472  0,643392654
3,5 7
3 - y=0,6293x-0,0194
R2=0,9999
RESULTADO RESIDUAL 2,5
2
Observagdo Y previsto  Residuais 15
1 0,043538 0,018527765
2 0,288963 -0,000281381 !
3 0,729469 -0,015559751 | 0
4 1,893665 -0,015361032 0
5 3,133376  0,012674399 0 2 4
CTedrica Etanol n-propanol |Subs/P.I.
0,1 11,6 186,9| 0,062065
0,49 55,6 192,6| 0,288681
1,19 135,5 189,8| 0,713909
3,04 341,1 181,6| 1,878304
5,01 633,3 201,3| 3,146051
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Coluna front

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de residuais
Estatistica de regressdo 0,02 15
R multiplo 0,999932 0,01 - *
Quadrado de R 0,999863 ]
. S 0% J ' J ' '
Quadrado de R ajustado 0,999817 2 ) 1 2 3 4 5 6
Erro-padrio 0,017634 | & -0.01 1 *>
Observagdes 5 0,02 - *
-0,03 -
ANOVA
gl SQ MQ F F de significdncia
Regressao 1 6,813565317 6,813565 21911,7 6,79806E-07
Residual 3 0,000932867 0,000311
Total 4 6,814498184
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,01764 0,011586105 -1,52228 0,225304 -0,054509449 0,019234864
Variavel X 1 0,63909 0,004317413 148,026  6,8E-07 0,625349432 0,6528293
3,5 7
3 - y=0,6391x-0,017
RESULTADO RESIDUAL 2,5
2
Observagdo Y previsto  Residuais 15
1 0,046272 0,016633997
2 0,295516 -0,000860744 !
3 0,742879 -0,010657376 | 0
4 1,925194 -0,018817862 | © !
5 3,1842 0,013701985 0 2 4 6
CTedrica Etanol n-propanol |Subs/P.I.
0,1 12,6 200,3| 0,062906
0,49 61,2 207,7| 0,294656
1,19 149,3 203,9| 0,732222
3,04 376,7 197,6| 1,906377
5,01 701,3 219,3| 3,197902
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Terceiro dia (12/12/12) Coluna Middle

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de residuais
Estatistica de regresséo 0,03 +
R multiplo 0,999859 0,02 & *
Quadrado de R 0,999719 2 0,01 -
Quadrado de R ajustado 0,999625 3 0o+ & : : : : ,
Erro-padrio 0022079 | & g0y 0 1 2 3 4 5 6
Observagdes 5 0,02 - * R
-0,03 -
ANOVA
gl 5Q MQ F F de significdncia
Regressao 1 5,203279367 5,203279 10673,55 1,99922E-06
Residual 3 0,001462479 0,000487
Total 4 5,204741846
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,02328 0,014506827 -1,60494 0,206851 -0,069449718 0,022884676
Varidvel X 1 0,55849 0,005405782 103,3129 2E-06 0,541283239 0,575690461

RESULTADO RESIDUAL

y = 0,5585x - 0,023

Observagdo Y previsto  Residuais

1 0,032566 0,020439042

2 0,250376 0,001077453

3 0,641317 -0,015981109

4 1,674518 -0,022425354 !

5 2,774737 0,016889968 0 2 4 6
CTedrica Etanol n-propanol |Subs/P.I.

0,1 11,2 211,3| 0,053005

0,49 51,9 206,4| 0,251453

1,19 139,7 223,4| 0,625336

3,04 351,4 212,7| 1,652092

5,01 580,1 207,8| 2,791627
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Coluna Front

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de residuais
Estatistica de regresséo 0,02 S *
R multiplo 0,99989 0,01
Quadrado de R 0,999781 2 0 <+
Quadrado de R ajustado 0,999708 é 0 1 2 3 4 5 6
Erro-padrio 0019717 | & 001 *
Observagoes 5 -0,02 *
-0,03
ANOVA
gl 5Q MQ F F de significdncia
Regressao 1 5,321968346 5,321968 13689,41 1,37651E-06
Residual 3 0,001166296 0,000389
Total 4 5,323134643
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,01948 0,01295484 -1,50352 0,22974 -0,060705978 0,021750189
Varidvel X 1 0,564821 0,004827454 117,0018 1,38E-06 0,54945748 0,580183708
3
25 y=0,5648x-0,019
RESULTADO RESIDUAL
Observagdo Y previsto  Residuais
1 0,037004 0,017120671
2 0,257284 0,001757395
3 0,652659 -0,013056293
4 1,697577 -0,021386235
5 2,810273  0,015564461 0 2 4 6
CTedrica Etanol n-propanol |Subs/P.I.
0,1 12,4 229,1| 0,054125
0,49 57,3 221,2| 0,259042
1,19 154,4 241,4| 0,639602
3,04 387,2 231| 1,67619
5,01 640,9 226,8| 2,825838
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Quarto dia (13/12/12) Coluna Middle

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de residuais
Estatistica de regressdo 0,02 1
R multiplo 0,999952 0,015 "¢
Quadrado de R 0,999904 | & 2017 *
Quadrado de R ajustado 0999871 | 3 %0057
Erro-padrio 0012927, & 91 ¢ ' ' ' ' '
-0,005 1 2 3 4 5 6
Observagdes 5 *
-0,01 -+
-0,015 - *
ANOVA
gl 5Q MQ F F de significdncia
Regressao 1 5,19830606 5,198306 31109,01 4,01875E-07
Residual 3 0,000501299 0,000167
Total 4 5,198807359
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,01571 0,008493293 -1,84929 0,161539 -0,042736005 0,011322892
Variavel X 1 0,55822 0,003164916 176,3775 4,02E-07 0,548147709  0,56829206
3 -
25 y=0,5582x-0,015
RESULTADO RESIDUAL
Observagdo Y previsto  Residuais
1 0,040115 0,014004509
2 0,257821 -0,000528026
3 0,648575 -0,013010866
4 1,681282 -0,008463937 i
5 2,780975  0,00799832 0 2 4 6
CTedrica Etanol n-propanol |Subs/P.I.
0,1 11,1 205,1| 0,05412
0,49 53,8 209,1| 0,257293
1,19 130,1 204,7| 0,635564
3,04 3354 200,5| 1,672818
5,01 586,8 210,4| 2,788973

81




Coluna Front

SUMARIO DOS RESULTADOS Desenho de residuais
Estatistica de regressdo 0,01 o .
R multiplo 0,999973 0,005 -
Quadrado de R 0,999947 § B : . : : : .
Quadrado de R ajustado 0999929 | 3 * 5 3 i 4 L
Erro-padrao 0,009701 | & 0,005 1
Observagoes 5 -0,01 -
’
-0,015 -
ANOVA
gl SQ MQ F F de significdncia
Regressado 1 5,278353963 5,278354 56089,41 1,66005E-07
Residual 3 0,000282318 9,41E-05
Total 4 5,278636281
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,00906 0,006373781 -1,42119 0,250378 -0,029342536 0,011225893
Varidvel X 1 0,562501 0,002375107 236,832 1,66E-07 0,554942784 0,570060086
3 -
25 - y =0,5625x- 0,009
RESULTADO RESIDUAL
Observagdo Y previsto  Residuais
1 0,047192 0,008089077
2 0,266567 -0,001757479
3 0,660318 -0,012296558
4 1,700946 0,007715376 '
5 2,809074 -0,001750416 0 2 4 6
C Tedrica Etanol n-propanol |Subs/P.I.
0,1 12,3 222,5| 0,055281
0,49 59,9 226,2| 0,26481
1,19 142,5 219,9| 0,648022
3,04 368,9 215,9| 1,708661
5,01 644 229,4| 2,807323
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Quinto dia (14/12/12) Coluna Middle

SUMARIO DOS RESULTADOS

Desenho de residuais

Estatistica de regressdo 0,02
R multiplo 0,999957 0,015
Quadrado de R 0999914 | g 901 *
Quadrado de R ajustado 0,999885 | & %09
Erro-pad r?o 0,012689 E _0’002 0 & 1 5 3 4 5 6
Observagdes 5 0,01 'S .
-0,015
ANOVA
gl 5Q MQ F F de significdncia
Regressao 1 5,586182074 5,586182 34695,19 3,4121E-07
Residual 3 0,000483022 0,000161
Total 4 5,586665096
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,01700 0,008337026 -2,03909 0,134164 -0,043532086  0,00953219
Variavel X 1 0,578671 0,003106685 186,2665 3,41E-07 0,568784413 0,588558132
3,5
3 y=0,5787x-0,017
RESULTADO RESIDUAL 2,5 R?=0,9999
2
Observagdo Y previsto  Residuais 15
1 0,040867 0,014711592 1
2 0,266549 -0,004431328
3 0,671619 -0,008330059 0,5
4 1,742161 -0,010346948 0
5 2,882143 0,008396743 0 2 4 6
CTedrica Etanol n-propanol |Subs/P.I.
0,1 13,3 239,3| 0,055579
0,49 55,7 212,5| 0,262118
1,19 144 217,1| 0,663289
3,04 357,1 206,2| 1,731814
5,01 583,6 201,9| 2,89054
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Coluna Front

SUMARIO DOS RESULTADOS

Desenho de residuais

2

Estatistica de regresséo 0,02
R multiplo 0,99994 001 % *
Quadrado de R 0,99988 2 0 . . . . . .
Quadrado de R ajustado 0,99984 § ) * & ) . 4 . A
Erro-padrio 0,015057 | & -0,01 -
Observacgdes 5 0,02 - 4
-0,03 -
ANOVA
gl SQ MQ F F de significdncia
Regressao 1 5,66048107 5,660481 24968,37 5,58886E-07
Residual 3 0,000680118 0,000227
Total 4 5,661161189
Coeficiente: Erro-padrdo  Statt valor P 95% inferior 95% superior
Interceptar -0,01562 0,009892815 -1,57856 0,21255 -0,04709978 0,015866925
Variavel X 1 0,58251  0,00368643 158,0138 5,59E-07 0,570775003 0,594238734
3,5 7
3 y=0,5825x-0,0156
R? =0,9999
RESULTADO RESIDUAL 2,5

Observagdo Y previsto  Residuais 15

1 0,042634 0,012706298 )

2 0,269812 -0,00317446

3 0,677567 -0,002888635 | 2

4 1,755204 -0,018784151 0 '

5 2,902743 0,012140948 0 2 4 6
CTeodrica Etanol n-propanol |Subs/P.I.

0,1 14,3 258,4| 0,055341

0,49 60,9 228,4| 0,266637

1,19 157,2 233| 0,674678

3,04 390 224.6| 1,73642

5,01 640,4 219,7| 2,914884
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Validacdo do etanol, precisdo intermédia tratamento final de dados dos equipamento

GCFI1002.

Coluna Middle
Data 1° DIA (07/12/12) | 2° DIA (11/12/12) | 3° DIA (12/12/12) | 4° DIA (13/12/12) | 5° DIA (14/12/12)
R? 0.99982 0.99985 0.99972 0.9999 0.99991
Declive 0.56884 0.6293 0.55849 0.55822 0.57867
Y0 -0.01053 -0.01939 -0.02328 -0.01571 -0.017
Gama Baixa 0.49 g/L
Replicado 1 0.47 0.49 0.49 0.48 0.48
Replicado 2 0.46 0.48 0.49 0.48 0.47
Replicado 3 0.47 0.48 0.49 0.46 0.48
Média 0.47 0.48 0.49 0.47 0.48
Recuperacio 94.9 98.88 100.23 96.78 97.36
Concenc. Média 0.48
Recuperacio Média 97.63
Repetibilidade (S,) 0
Between Run (S;un) 0.01
Precisdo intermédia 0.01
C.V (%) 2.08
Gama média/alta 1.19 g/L
Replicado 1 1.11 1.14 1.12 1.12 1.14
Replicado 2 1.1 1.15 1.13 1.11 1.14
Replicado 3 1.1 1.13 1.13 1.11 1.13
Média 1.1 1.14 1.13 1.11 1.14
Recuperacio 92.67 95.75 94.75 93.67 95.55
Concenc. Média 1.12
Recuperacio Média 94.48
Repetibilidade (S,) 0.01
Between Run (S;un) 0.02
Precisdo intermédia 0.02
C.V (%) 1.37
C.Vpool 2.9
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Coluna Front

Data 1° DIA (07/12/12) | 2° DIA (11/12/12) | 3° DIA (12/12/12) | 4° DIA (13/12/12) | 5° DIA (14/12/12)
R? 0.99978 0.99986 0.99978 0.99995 0.99988
Declive 0.57663 0.63909 0.56482 0.5625 0.58251
Y0 -0.01055 -0.01764 -0.01948 -0.00906 -0.01562
Gama Baixa 0.49 g/L
Replicado 1 0.47 0.49 0.49 0.47 0.48
Replicado 2 0.47 0.49 0.49 0.47 0.48
Replicado 3 0.47 0.48 0.48 0.47 0.48
Média 0.47 0.49 0.49 0.47 0.48
Recuperagio 96.53 99 99.69 96.03 98
Concenc. Média 0.48
Recuperacio Média 97.85
Repetibilidade (S,) 0
Between Run (S,u,) 0.01
Precisio intermédia 0.01
C.V (%) 1.6
Gama média/alta 1.19 g/L.
Replicado 1 1.11 1.12 1.14 1.12 1.14
Replicado 2 1.1 1.15 1.13 1.11 1.14
Replicado 3 1.1 1.13 1.13 1.11 1.14
Média 1.11 1.13 1.13 1.12 1.14
Recuperacio 92.99 95.13 95.12 93.78 95.81
Concenc. Média 1.13
Recuperaciio Média 94.57
Repetibilidade (S;) 0.01
Between Run (S,.,) 0.01
Precisio intermédia 0.03
C.V (%) 1.22
C.Vpool 2.5
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Anexo-V

Equipamento- GC-FID0O01- Coluna FID1 A

Data 1° DIA 2° DIA 3°DIA 4° DIA 5° DIA
Equacio y =0.68162x-0.01791 y =0.71941x-0.02016 y = 0.64386x-0.01352 y = 0.66425x-0.01648 y = 0.67740x-0.01495
Gama Baixa 0.49 g/L
Média 0.47 0.47 0.47 0.46 0.46
Recuperagio 954 96.9 96.3 94.5 929
Média 95.2
Desvio padrio 1.58
C.V (%) 1.7
N 5
Texp 6.76
Terit 2.78
Incerteza de R% 0.7
Incerteza padrio rel. 0.007
Gama Média/Alta 1.19g/L
Média 1.12 1.15 1.13 1.10 1.11
Recuperacio 93.9 96.3 95.3 92.7 93.0
Concenc. Média 94.2
Desvio padriao 1.53
C.V (%) 1.6
N 5
Texp 8.40
Terit 2.78
Incerteza de R% 0.7
Incerteza padrio rel. 0.007
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Coluna-FID2 B

Data 1° DIA 2°DIA 3°DIA 4°DIA 5°DIA
Equacio y =0.65977x-0.00845 | y=0.69254x-0.01301 | y=0.61837x-0.00632 | y=0.63784x-0.00769 | y=0.64656x-0.00476
Gama Baixa 0.49 g/LL
Média 0.46 0.48 0.47 0.47 0.46
Recuperacio 94.6 98.4 96.7 95.0 93.6
Média 95.7
Desvio padrio 1.92
C.V (%) 2.0
N 5
Texp 5.04
Terit 2.78
Incerteza de R% 0.9
Incerteza padrao
rel. 0.009
Gama Média/Alta 1.19 g/L
Média 1.12 1.15 1.14 1.11 1.12
Recuperagiio 93.9 96.9 96.0 93.3 93.8
Concenc. Média 94.8
Desvio padrio 1.56
C.V (%) 1.6
N 5
Texp 7.45
Terit 2.78
Incerteza de R% 0.7
Incerteza padrao
rel. 0.007
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Equipamento- GC-FID002- Coluna Middle

Data 1° DIA 2°DIA 3°DIA 4°DIA 5°DIA
Equacio y =0.56884x-0.01053 | y=0.62930x-0.01939 | y=0.55849x-0.02328 | y=10.55822x-0.01571 | y=0.57867x-0.01700
Gama Baixa 0.49 g/L
Média 0.47 0.48 0.49 0.48 0.48
Recuperagio 94.9 98.9 100.2 97.2 97.4
Média 97.7
Desvio padrao 2.00
C.V (%) 2.0
N 5
Texp 2.54
Terit 2.78
Incerteza de R% 0.9
Incerteza padrao
rel. 0.009
Gama Média/Alta 1.19 g/L
Média 1.10 1.14 1.13 1.11 1.14
Recuperagio 92.7 95.7 94.7 93.7 95.5
Concenc. Média 94.5
Desvio padrio 1.30
C.V (%) 14
N 5
Texp 9.52
Terit 2.78
Incerteza de R% 0.6
Incerteza padrio
rel. 0.006
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Coluna Front

Data 1° DIA 2°DIA 3°DIA 4° DIA 5°DIA
Equacio y =0.57663x-0.01055 | y=0.63909x-0.01764 | y=0.56482x-0.01948 | y=0.56250x-0.00906 | y=0.58251x-0.01562
Gama Baixa 0.49 g/
Média 0.47 0.49 0.49 0.47 0.48
Recuperagio 96.5 99.0 99.7 96.0 98.0
Média 97.8
Desvio padrio 1.57
C.V (%) 1.6
N 5
Texp 3.07
Terit 2.78
Incerteza de R% 0.7
Incerteza padrio rel. 0.007
Gama Média/Alta 1.19 g/L
Média 1.1 1.1 1.3 1.1 1.1
Recuperagio 93.0 95.9 108.8 93.8 95.8
Concenc. Média 97.4
Desvio padrio 6.46
C.V (%) 6.6
N 5
Texp 0.88
Terit 2.78
Incerteza de R% 29
Incerteza padrio rel. 0.029
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Anexo VI
Coluna Middle
LQ teste LQ teste
Etanol 0,1g/L Etanol 5,01 g/L
0,10 3,99
0,10 4,13
0,10 5,07
0,10 4,20
0,09 4,17
Média (g/mL) 0,10 Média (g/mL) 4,31
Desvio padrao (s) 0,00 Desvio padrao (s) 0,43
CV (%) 4,6 CV (%) 10,0
Erro (%) 2,00 Erro (%) 13,93
Coluna Front
LQ teste LQ teste
Etanol 0,1g/L Etanol 5,01 g/L
0,10 4,01
0,10 4,15
0,09 5,10
0,10 4,29
0,10 4,20
Média (g/mL) 0,10 Média (g/mL) 4,35
Desvio padrao (s) 0,00 Desvio padréo (s) 0,43
CV (%) 4,6 CV (%) 9,9
Erro (%) 2,00 Erro (%) 13,17
Coluna FID1 A
LQ teste LQ teste
Etanol 0,1g/L Etanol 5,01 g/L
0,11 4,82
0,11 4,84
0,10 4,76
0,09 4,86
0,09 4,79
Média (g/mL) 0,10 Média (g/mL) 4,81
Desvio padréo (s) 0,01 Desvio padrao (s) 0,04
CV (%) 7,3 CV (%) 0,9
Erro (%) 0,21 Erro (%) 3,93
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Coluna FID2 B

Etanol

Média (g/mL)
Desvio padrao (s)
CV (%)

Erro (%)

LQ teste
0,1g/L
0,08
0,08
0,07
0,07
0,07
0,07
0,01
8,8
26,60

Etanol

Média (g/mL)
Desvio padréo (s)
CV (%)

Erro (%)

LQ teste
5,01 g/L
4,44
4,46
4,36
4,46
4,41
4,43
0,04
1,0
11,65
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Anexo VII

Resultados das amostras que foram preparadas e injetadas no mesmo dia.

Concentracdo do etanol (g/L)

Equipamentos
GC-FID001 GC-FID002
Amostras Coluna FID1 A Coluna FID2B Coluna Front Coluna Middle

1 0.15 0.13 0.14 0.14
2 0.36 0.34 0.32 0.33
3 1.57 1.5 1.31 1.3
4 3.38 3.22 3.12 3.12
5 1.97 1.88 1.8 1.79
6 2.16 2.06 1.91 1.9
7 2.21 2.12 1.99 2

8 2.6 2.46 2.4 2.37
9 1.55 1.49 1.41 1.41
10 2.21 2.12 2.02 2

11 2.22 2.13 2.14 2.12
12 0.36 0.34 0.33 0.33
13 0.17 0.15 0.16 0.15
14 0.54 0.51 0.49 0.49
15 2.87 2.73 2.72 2.71
16 33 3.14 3.03 3.03
17 2.25 2.15 1.87 1.85
18 1.22 1.15 1.13 1.12
19 2.27 2.16 1.99 1.98
20 0.23 0.21 0.2 0.2
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Resultados injetadas apds um periodo de cinco meses de congelacao.

N° de amostras

Concentracao do etanol (g/L) nos Equipamentos

S 0 09 AW N —

N — = = = = = = =
S O 0 0N DN R W N

GC-FID001 GC-FID002
Coluna FID1 A  Coluna FID2B Coluna Front Coluna Middle
0.13 0.12 0.13 0.13
0.33 0.32 0.33 0.33
1.53 1.48 1.41 1.43
3.1 2.94 2.9 2.92
1.96 1.88 1.87 1.89
2.16 2.06 1.96 1.97
2.04 1.96 1.9 1.9
2.63 251 2.49 2.51
1.57 L5 1.39 1.4
2.32 22 2.07 2.1
2.28 2.15 2.2 2.21
0.36 0.34 0.3 0.31
0.16 0.15 0.16 0.16
0.51 0.49 0.49 0.5
3.12 2.96 2.87 2.89
3.3 3.14 3.03 3.03
2.14 2.03 2.06 2.07
1.22 1.15 1.13 1.12
2.34 223 2.1 2.1
0.23 0.19 0.19 0.2
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

REGISTO MOD-STF-C-058 Rev00
I } ![ l COMPARACAO DE METODOS, EQUIPAMENTOS E Método PE-STF-401
COLABORADORES Pag. 1 de 1
Metodologias Gamas Lim. Inf  Lim. Sup. Aprovacao
A- FID 1A (12 injeg&o)|[Gama baixa 0 1| |Elaborado por:
B- FID 1A(22 injegao) || Gama média 1,1 3| |Aprovado por:
Unidades g/L Gama alta 3,1 5| |Data:
DADOS EXPERIMENTAIS Periodo em analise
A B  Média Abs. Dif. A B  Média  Abs. Dif.
17770,15 0,137770,140 770,020 41 a
2 0,36 0,33 0,345 0,030 42
31,57 1,53 1,550 0,040 43
4 3,38 3,10 3,240 0,280 44 CALCULOS
5 1,97 1,96 1,965 0,010 45 Gama baixa
6 2,16 2,16 2,160 0,000 46 0,00 1,00
7 2,21 2,04 2,125 0,170 47 N° amostras 6 5
8 2,60 2,63 2,615 0,030 48 Média 0,29
9 1,55 1,57 1,560 0,020 49 Repetibilidade 0,014 5%
10 2,21 2,32 2,265 0,110 50 Limite de rep. 0,039 13%
1 2,22 2,28 2,250 0,060 51
12 0,36 0,36 0,360 0,000 52
13 0,17 0,16 0,165 0,010 53 Gama média
14 0,54 0,51 0,525 0,030 54 1,10 3,00
15 2,87 3,12 2,995 0,250 55 N° amostras 12 11
16 3,30 3,30 3,300 0,000 56 Média 2,10
17 2,25 2,14 2,195 0,110 57 Repetibilidade 0,073 3%
18 1,22 1,22 1,220 0,000 58 Limite de rep. 0,204 10%
19 2,27 2,34 2,305 0,070 59
20 0,23 0,23 0,230 0,000 60
21 61 Gama alta
22 62 3,10 5,00
23 63 N° amostras 2 1
24 64 Media 3,27
25 65 Repetibilidade 0,140 4%
26 66 Limite de rep. 0,392 12%
27 67
28 68
29 69 Limite de repetibilidade total
30 7
31 7 11,0%
32 72
33 73
34 74 Dados estatisticos totais
35 75 N° amostras 20
36 76 r 0,995
37 77 Declive 0,998
38 78 Intercepcao -0,004
39 79 Erro padrao 0,107
40 80
Observacoes/conclusoes
Comparagéao de equipamentos
4 -
o 4 - y =0,9975x - 0,0038
R2=0,9904
[ ]
4 4
A
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REGISTO MOD-STF-C-058 Rev00
NMAT COMPARACAO DE METODOS, EQUIPAMENTOS E Méetodo PE-STF-401
e e COLABORADORES Pag. 1 de 1
E
Metodologias Gamas Lim. Inf Aprovacao
A- FID 2B (12 injec&o)||Gama baixa 0 Elaborado por:
B- FID 2B (22 injec&o)||Gama media 1,1 Aprovado por:
Unidades g/L Gama alta 3,1 Data:
DADOS EXPERIMENTAIS Periodo em analise
A B Média Abs. Dif. A Média
1T770,13 0,120,125 0,010 41 a
2 0,34 0,32 0,330 0,020 42
3 1,50 1,48 1,490 0,020 43
4 322 2,94 3,080 0,280 44 CALCULOS
5 1,88 1,88 1,880 0,000 45 Gama baixa
6 2,06 2,06 2,060 0,000 46 0,00 1,00
7 2,12 1,96 2,040 0,160 47 N° amostras 6 5
8 2,46 2,51 2,485 0,050 48 Média 0,27
9 1,49 1,50 1,495 0,010 49 Repetibilidade 0,010 4%
10 2,12 2,20 2,160 0,080 50 Limite de rep. 0,029 11%
1 2,13 2,15 2,140 0,020 51
12 0,34 0,34 0,340 0,000 52
13 0,15 0,15 0,150 0,000 53 Gama média
14 0,51 0,49 0,500 0,020 54 1,10 3,00
15 2,73 2,96 2,845 0,230 55 N° amostras 12 11
16 3,14 3,14 3,140 0,000 56 Média 2,00
17 2,15 2,03 2,090 0,120 57 Repetibilidade 0,067 3%
18 1,15 1,15 1,150 0,000 58 Limite de rep. 0,187 9%
19 2,16 2,23 2,195 0,070 59
20 0,21 0,19 0,200 | 0,020 60
21 61 Gama alta
22 62 3,10 5,00
23 63 N° amostras 1 0
24 64 Média 3,14
25 65 Repetibilidade 0,000 0%
26 66 Limite de rep. 0,000 0%
27 67
28 68
29 69 Limite de repetibilidade total
30 70
31 7 9,8%
32 72
33 73
34 74 Dados estatisticos totais
35 75 N° amostras 20
36 76 r 0,995
37 77 Declive 0,994
38 78 Intercepcéao 0,000
39 79 Erro padrao 0,101
40 80
Observacgées/conclusoes
Comparagao de equipamentos
y =0,9939x + 0,0002
m -
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

3 REGISTO MOD-S TF-C-058 ReviD
NMT COMPARACAO DE METODOS, EQUIPAMENTOS E Metodo ¢ PE-STF-401
. COLABORADORES Pag. 1 de 1
Metodologias Gamas Lim. Inf  Lim. Sup. Aprovacao
A- Front (1* injecdo) Gama baixa 0 1| [Elaborado por:
B- Front (2% injecdo) Gama media 1.1 3| |Aprovado por:
Unidades g/l Gama alta 3 5| |Data:
DADOS EXPERIMENTAIS Periodo em analise
A B  Media Abs. Dif. A B Media  Abs. Dif.

3,12 2,90 3,010 0,220 44 CALCULOS
1,80 1,87 1,835 0,070 45 Gama baixa
6 1% 1,9 1,935 0,050 46 0,00 1,00
71,99 1,90 1,945 0,000 47 N amostras 6 5
8 2,40 2,49 2,445 0,090 | | 48 Média 0,27
9 1,41 1,39 1,400 0,020 | |49 Repetibilidade 0,010 %
10 2,02 2,07 2,045 0,050 50 Limite de rep. 0,028 10%

11 2,14 2,20 2,70 0,060 | |51
120,33 0,30 0,315 0,030 | |52

13 0,16 0,16 0,160 0,000 53 Gama média

14 0,49 0,49 0,490 0,000 54 1,10 3,00
15 2,72 2,87 2,795 0,150 55 N® amostras 12 11
16 3,03 3,03 3,030 0,000 56 Média 1,92

17 1,87 2,06 1,965 0,190 57 Repetibilidade 0,068 %
18 1,13 1,13 1,130 0,000 58 Limite de rep. 0,190 10%

19 1,99 2,10 2,045 0,10 | |59
20 0,20 0,19 0,195 0,010 | |60

21 61 Gama alta
il 62 3,00 5,00
23 63 N® amostras i 1
4 64 Media 3,02
25 65 Repetibilidade 0,110 4%
6 66 Limite de rep. 0,308 10%
7 67
28 68
9 69 Limite de repetibilidade total
30 70
3 7 10,1%
32 7Z
33 73
34 74 Dados estatisticos totais
35 75 N" amostras 20
36 76 r 0,996
37 77 Declive 1,006
38 78 Intercepgao 0,015
39 79 Erro padrao 0,090
40 80
Observacies/conclusdes
Comparagio de equipamentos
4 -
y=1,0083x + 0,0154

m 3 RE=0,802 .

3

2 4

2 4

1 A

1 4

0 T :

H 3 4
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REGISTO MOD-STF-C-058 Rev00
NMAT COMPARAGAO DE METODOS, EQUIPAMENTOS E Metodo PE-STF-401
Vails ,
e COLABORADORES Pag. 1 de 1
Metodologias Gamas Lim. Inf  Lim. Sup. Aprovacao
A- Middle (12 inje¢&o)||Gama baixa 1| |Elaborado por:
B- Middle (22 injegdo)||Gama média 1,1 1,5| [Aprovado por:
Unidades g/L Gama alta 5| |Data:
DADOS EXPERIMENTAIS Periodo em analise
A B Média Abs. Dif. A B Média  Abs. Dif.
170,14 0,137770,135 0,010 41 a
2 0,33 0,33 0,330 0,000 42
3 1,30 1,43 1,365 | 0,130 43
4 3,12 2,92 3,020 0,200 44 CALCULOS
5 1,79 1,89 1,840 0,100 45 Gama baixa
6 1,90 1,97 1,935 0,070 46 0,00 1,00
7 2,00 1,90 1,950 0,100 47 N° amostras 6 5
8 2,37 2,51 2,440 0,140 48 Média 0,27
9 1,41 1,40 1,405 0,010 49 Repetibilidade 0,008 3%
10 2,00 2,10 2,050 0,100 50 Limite de rep. 0,021 8%
11 2,12 2,21 2,165 0,090 51
12 0,33 0,31 0,320 0,020 52
13 0,15 0,16 0,155 0,010 53 Gama média
14 0,49 0,50 0,495 0,010 54 1,10 1,50
15 2,71 2,89 2,800 0,180 55 N° amostras 3 2
16 3,03 3,03 3,030 0,000 56 Média 1,30
17 1,85 2,07 1,960 = 0,220 57 Repetibilidade 0,053 4%
18 1,12 1,12 1,120 0,000 58 Limite de rep. 0,149 11%
19 1,98 2,10 2,040 0,120 59
20 0,20 0,20 0,200 0,000 60
21 61 Gama alta
22 62 3,00 5,00
23 63 N° amostras 2 1
24 64 Média 3,03
25 65 Repetibilidade 0,100 3%
26 66 Limite de rep. 0,280 9%
27 67
28 68
29 69 Limite de repetibilidade total
30 70 0,
31 71 9’ 1%
32 72
33 73
34 74 Dados estatisticos totais
35 75 N° amostras 20
36 76 r 0,995
37 77 Declive 1,013
38 78 Intercepcéo 0,021
39 79 Erro padrao 0,099
40 80
Observacgoes/conclusoes
Comparagao de equipamentos
4 -
y=1,0132x + 0,0215
m 3 R2=0,9904 °
3
2 -
2 -
1 -
1 4
0 v T v "
0 1 1 2 2 3 3 4
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Anexo VIII

7

\ REGISTO
INI kﬂ;]-.. . Pag. 1/1
INML, IP « CENTRO

roxicoLocla Forense ACETtacao de Tempos de Retencao
Procedimenta: PE-STF-C-402 [I£= 07
Série:
Observagoes: Amastras Forenses GCFID0T

£ 1D trsub trPl trr.  -0,7% 0,7% Conformidade
1" Controlo 1 2 512 4 B26 0565 0,561 0,569  conforme

Z 1 2513 4 B26 1,566 canfarme

3 2 ZhRd 4 B2 0,565 canfarme

g 3 2608 4 B2 0,564 canfarme

5 d G065 4 625 0,563 canfarme

B o Z2A08 4 627 0,564 canfarme

T 6 Z2A05 4 B2 0,564 canfarme

g T 2608 4 626 0,564 canforme

3 8§ 2606 4,626 0,563 confarme

10 3 2803 4,626 0,564 confarme

1l 10 2607 4,626 0,564 confarme

12 N 2607 4,626 0,564 confarme

13 12 261 4625 0,565 confarme

14 13 2617 4625 0,566 confarme

5 14 261 4625 0,565 confarme

I3 15 2606 4625 0,563 confarme

17 16 2606 4626 0,563 confarme

18 17 2607 4,626 0,564 confarme

3 18 2605 4625 0,564 confarme
il 19 2607 4625 0,564 confarme

21 20 ZE15 4625 0,565 confarme
2e
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\ REGISTO
INI ﬂl B Pag. 1/1
INML, IP « CENTRO

ToXICOLOGIA Forense ACEitacao de Tempos de Retencao
Procedimento: FE-3TF-C-d0z [IF2= 07
Serie:
Observagdes: Amostras Forenses GCFIO0Z

10 tr.sub  tr Pl trr. -0,7% 0,7% Conformidade
1" Controlo 1 2440 4,933 0435 0,491 0498  conforme

Z 1 2443 4,932 0,435 conforme

3 2 2dd7 4,932 0,435 conforme

4 3 243 4,332 0,434 conforme

] d 243 4,530 0,435 conforme

B o 2440 4,933 0,435 conforme

T 6 243 4,933 0,434 conforme

g T 2440 4,933 0,435 conforme

| 8 Zd4d0 4,933 0,435 conforme

0 3 243 4,332 0,434 conforme

1l 0 2433 4932 0434 conforme

12 N 2438 4332 0,434 conforme

1 12 2442 4,933 0,435 conforme

] 13 2442 4,332 0,435 conforme

& 2440 4332 0,435 conforme

& 1 243 4,332 0,434 conforme

i 16 2433 433 0434 conforme

18 17 2438 4,332 0,434 conforme

g5 18 2440 433 0,435 conforme
gl 1\ 2438 4,932 0,434 conforme

21 20 2447 4,933 0,435 conforme
22

23
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VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

Anexo IX
REGISTO MOD-STF-C-058 Rev00
INMT COMPARACAO DE METODOS, EQUIPAMENTOS E Método PE-STF-401
aly .
el COLABORADORES Pag. 1 de 1
Metodologias Gamas Lim. Inf  Lim. Sup. Aprovacao
A- Middle Gama baixa 0 1| |Elaborado por:
B- FID 1A Gama média 1,1 3| |Aprovado por:
Unidades ag/L Gama alta 3,1 5| |Data: 10-01-2013
DADOS EXPERIMENTAIS Periodo em analise
A B Média Abs. Dif. A B Média  Abs. Dif.
1 0,14 0,15 0,145 0,010 41 a
2 0,33 0,36 0,345 0,030 42
3 1,30 1,57 1,435 0,270 43
4 3,12 3,38 3,250 0,260 44 CALCULOS
5 1,79 1,97 1,880 0,180 45 Gama baixa
6 1,90 2,16 2,030 0,260 46 0,00 1,00
7 2,00 2,21 2,105 0,210 47 N° amostras 6 5
8 2,37 2,60 2,485 0,230 48 Média 0,29
9 1,41 1,55 1,480 0,140 49 Repetibilidade 0,022 8%
10 2,00 2,21 2,105 0,210 50 Limite de rep. 0,061 21%
1 2,12 2,22 2,170 0,100 51
12 0,33 0,36 0,345 0,030 52
13 0,15 0,17 0,160 0,020 53 Gama média
14 0,49 0,54 0,515 0,050 54 1,10 3,00
15 2,71 2,87 2,790 0,160 55 N° amostras 12 1
16 3,03 3,30 3,165 0,270 56 Média 1,99
17 1,85 2,25 2,050 0,400 57 Repetibilidade 0,161 8%
18 1,12 1,22 1,170 0,100 58 Limite de rep. 0,451 23%
19 1,98 2,27 2,125 0,290 59
20 0,20 0,23 0,215 0,030 60
21 61 Gama alta
22 62 3,10 5,00
23 63 N° amostras 2 1
24 64 Média 3,21
25 65 Repetibilidade 0,187 6%
26 66 Limite de rep. 0,525 16%
27 67
28 68
29 69 Limite de repetibilidade total
30 70
31 71 22,0%
32 72
33 73
34 74 Dados estatisticos totais
35 75 N° amostras 20
36 76 r 0,998
37 77 Declive 1,088
38 78 Intercepcao 0,030
39 79 Erro padréao 0,076
4u 80
Observacoes/conclusées
Comparagao de equipamentos
4 -
a4 y =1,0876x + 0,0296
om R2=0,9952
3 -
3 -
2 -
2 -
1
1 -
0 v 3
0 1 2 2 3 3 4
A
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REGISTO MOD-STF-C-058 Rev00
INMAT COMPARACAO DE METODOS, EQUIPAMENTOS E Metodo PE-STF-401
F ,
il COLABORADORES Pag. 1 de 1
Metodologias Gamas Lim. Inf  Lim. Sup. Aprovacao
A- Front Gama baixa 0 1| |Elaborado por:
B- Middle Gama média 1,1 3| |Aprovado por:
Unidades ag/L Gama alta 3,1 5| |Data: 10-01-2013
DADOS EXPERIMENTAIS Periodo em analise
A B Média Abs. Dif. A B Média Abs. Dif.
77014 0,140,140 0,000 49 a
2 0,32 0,33 0,325 | 0,010 42
3 1,31 1,30 1,305 0,010 43
4 3,12 3,12 3,120 0,000 44 CALCULOS
5 1,80 1,79 1,795 0,010 45 Gama baixa
6 1,91 1,90 1,905 0,010 46 0,00 1,00
7 1,9 2,00 1,995 0,010 47 N° amostras 6 5
8 2,40 2,37 2,385 0,030 48 Média 0,27
9 1,4 1,41 1,410 0,000 49 Repetibilidade 0,004 1%
10 2,02 2,00 2,010 0,020 50 Limite de rep. 0,011 4%
1 2,14 2,12 2,130 0,020 51
12 0,33 0,33 0,330 0,000 52
13 0,16 0,15 0,155 | 0,010 53 Gama média
14 0,49 0,49 0,490 0,000 54 1,10 3,00
15 2,72 2,71 2,715 0,010 55 N° amostras 12 11
16 3,03 3,03 3,030 0,000 56 Média 1,89
17 1,87 1,85 1,860 0,020 57 Repetibilidade 0,011 1%
18 1,13 1,12 1,125 0,010 58 Limite de rep. 0,030 2%
19 1,99 1,98 1,985 0,010 59
20 0,20 0,20 0,200 0,000 60
21 61 Gama alta
22 62 3,10 5,00
23 63 N° amostras 1 0
24 64 Média 3,12
25 65 Repetibilidade 0,000 0%
26 66 Limite de rep. 0,000 0%
27 67
28 68
29 69 Limite de repetibilidade total
30 70 o,
31 71 2,7%
32 72
33 73
34 74 Dados estatisticos totais
35 75 N° amostras 20
36 76 r 1,000
37 77 Declive 0,996
38 78 Intercepcéao -0,001
39 79 Erro padréao 0,010
40 80
Observacoes/conclusoes
Comparacgao de equipamentos
4 -
y =0,9963x - 0,0014
m 34 R?=0,9999
3 4
2 -
2 -
1 -
1 -
0 v
0 1 1 2 2 3 3 4
A

102



VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE ETANOL EM HUMOR VITREO EM AMBITO FORENSE

REGISTO MOD-STF-C-058 Rev00
NMT COMPARACAO DE METODOS, EQUIPAMENTOS E Método PE-STF-401
i COLABORADORES Pag. 1 de 1
13
Metodologias Gamas Lim. Inf  Lim. Sup. Aprovacao
A-FID 2B Gama baixa 1| [Elaborado por:
B- FID 1A Gama média 1,1 3| |[Aprovado por:
Unidades g/L Gama alta 3,1 5| |Data: 10-01-2013
DADOS EXPERIMENTAIS Periodo em analise
A B Média Abs. Dif. A B Média  Abs. Dif.
1770,13 0,1577770,1467770,021 41 a
2 0,34 0,36 0,350 0,021 42
3 1,50 1,57 1,535 0,071 43
4 322 3,38 3,301 0,163 44 CALCULOS
5 1,88 1,97 1,923 0,085 45 Gama baixa
6 2,06 2,16 2,108 0,097 46 0,00 1,00
7 2,12 2,21 2,165 0,091 47 N° amostras 6 5
8 2,46 2,60 2,529 0,138 48 Média 0,29
9 1,49 1,55 1,522 0,064 49 Repetibilidade 0,017 6%
10 2,12 2,21 2,165 0,090 50 Limite de rep. 0,046 16%
11 2,13 2,22 2,174 0,088 51
12 0,34 0,36 0,351 0,022 52
13 0,15 0,17 0,161 | 0,022 53 Gama média
14 0,51 0,54 0,526 0,033 54 1,10 3,00
15 2,73 2,87 2,799 0,139 55 N° amostras 12 11
16 3,14 3,30 3,219 0,158 56 Média 2,04
17 2,15 2,25 2,200 0,100 57 Repetibilidade 0,069 3%
18 1,15 1,22 1,183 0,066 58 Limite de rep. 0,193 9%
19 2,16 2,27 2,214 0,108 59
20 0,21 0,23 0,220 0,021 60
21 61 Gama alta
22 62 3,10 5,00
23 63 N° amostras 2 1
24 64 Média 3,26
25 65 Repetibilidade 0,113 3%
26 66 Limite de rep. 0,318 10%
27 67
28 68
29 69 Limite de repetibilidade total
30 70
31 7 11,8%
32 72
33 73
34 74 Dados estatisticos totais
35 75 N° amostras 20
36 76 r 1,000
37 77 Declive 1,045
38 78 Intercepgao 0,007
39 79 Erro padrao 0,010
40 80
Observacoes /conclusoes
Comparacao de equipamentos
4 -
o 4 y =1,0453x + 0,0073
2=0,9999
3 -
3 -
2
2 -
1 -
1 -
0 v
0 1 1 2 2 3 3 4
A
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