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RESUMO

SILVA, Thais Lindenberg Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2017. Novo método de microextragao em baixa temperatura, em etapa unica,
para a determinacdo de residuos de agrotéoxicos em soro sanguineo.
Orientadora: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Coorientadores: André
Fernando de Oliveira e Antdnio Augusto Neves.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método analitico para determinar a
presenga dos agrotéxicos: clorpirifds, bifentrina, A-cialotrina e deltametrina em soro
sanguineo por cromatografia gasosa. O método de extragdo liquido-liquido com
particdo em baixa temperatura (ELL/PBT) e analise por cromatografia gasosa foi
otimizado e validado. Foi utilizado um cromatografo a gas com deteccéo por capitura
de elétrons (CG/DCE) na otimizagéo e validagdo do método e um cromatégrafo a
gas acoplado a um espectrbmetro de massas (CG/EM) para confirmagdao da
presenca dos analitos em amostras de sangue de trabalhadores rurais da cidade de
Coimbra - MG. Utilizou-se um planejamento fatorial completo com 2 niveis e 3
variaveis (2°) e com ponto central (n=2) envolvendo 10 ensaios para otimizacéo do
método. Os fatores otimizados para 500 uL de soro sanguineo foram o volume de
agua adicionado (1000 uL), o volume de solvente extrator (500 uL de acetonitrila) e o
tempo de agitacéo (60 s em vortex). Posteriormente a mistura foi levada ao freezer a
-20 °C por 12 h para separagéao das fases. O extrato sobrenandante foi removido
para analise instrumental. O método foi validado e os pardmetros avaliados foram
seletividade, linearidade, limite de deteccdo e quantificacdo, exatidao e precisao.
Além disso, a estabilidade dos analitos nas amostras de soro sanguineo foi avaliada.
Os resultados indicaram que o método de ELL/PBT é eficiente para a extragao dos
analitos nas amostras de soro sanguineo (75,3 a 115 %), mostrando-se seletivo e
sensivel, com limites de detecgdo e quantificacdo variando de 2,57 a 5,10 ug L™ e
8,58 a 17,0 ug L, respectivamente. Logo, o método de preparo de amostras
proposto se mostrou simples, eficaz e de baixo impacto ambiental. A maioria das
amostras de soro sanguineo de trabalhadores rurais analisadas nao apresentou
tragos dos agrotoxicos em estudo. No entanto, em uma das amostras constatou-se a
presenca de clorpirifés na concentracdo de 11,4 pg L. Em outra amostra observou-
se a presenca de um pico no mesmo tempo de retencido do clorpirifés, entretanto,

este foi identificado por CG/EM como sendo um medicamento contra epilepsia

Xiv



(fenobarbital). Este resultado demonstrou como é importe a analise por uma técnica
instrumental que permita a confirmacdo da presenca dos analitos, tornando o

método ainda mais confiavel.
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ABSTRACT

SILVA, Thais Lindenberg Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2017. New method of microextraction in low temperature, single stage, for the
determination of residues of agrochemicals in blood serum. Adviser: Maria
Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Co-advisers André Fernando de Oliveira and
Antdnio Augusto Neves.

The objective of this work was to develop an analytical method to identify and
quantify the presence of pesticides chlorpyrifos, bifenthrin, A-cyhalothrin and
deltamethrin in blood serum by gas chromatography. The method of liquid-liquid
extraction with low temperature partition (ELL/PBT) and gas chromatography
analysis was optimized and validated. A gas chromatograph with electron capture
detection (GC/DCE) was used in the optimization and validation of the method and a
gas chromatograph coupled to mass spectrometer (CG/MS) was used to confirm the
presence of the analytes in blood samples from rural workers from the region of
Coimbra - MG. A complete factorial design with 2 levels and 3 variables (23) and
center point (n = 2) was used involving 10 trials to optimize the method. The
optimized factors for 500 pL of blood serum were the volume added of water (1000
ML), the volume of extractor solvent (500 uL of acetonitrile) and the stirring time (60 s
in vortex). Subsequently the mixture was taken to the freezer at -20 °C for 12 h to
separate the phases. The supernatant extract was removed for instrumental analysis.
The method was validated and the parameters evaluated were selectivity, linearity,
limit of detection and quantification, accuracy and precision. In addition, the stability
of the analytes in serum samples was studied. The results indicated that the
ELL/PBT method is efficient for extraction of analytes into blood serum samples (75.3
to 115%), showing selectivity and sensitivity, with limit of detection and quantification
range of 2.57 to 5.10 ug L-1 and 8.58 to 17.0 ug L-1, respectively. Therefore, the
proposed method was simple, efficient, with low cost and low environmental impact.
Most of the blood serum samples from rural workers analyzed did not present traces
of the pesticides under study. However, in one the presence of chlorpyrifos in the
concentration of 11.4 ug L-1 was verified. In another sample the presence of a peak
at the same retention time of chlorpyrifos was observed. It was identified by GC/MS
as being a drug against epilepsy (phenobarbital). This result demonstrated how the
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analysis is imported by an instrumental technique that allows the confirmation of the

presence of the analytes, making the method even more reliable.
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1. INTRODUGAO

Apos a Revolugdo Verde, na década de 50, o Brasil adotou um sistema de
produgao agropecuaria cujo aumento da produtividade esta diretamente relacionado
com a mecanizagdao, adubagem, melhoramento genético e o uso de insumos
quimicos, incluindo os agrotéxicos, que s&o substancias capazes de controlar pragas
agropecuarias. O intuito inicial deste modelo de produgdo foi aumentar a
produtividade agricola e assim resolver o problema da fome no pés-guerra
(MOREIRA et al., 2002).

O problema do uso de agrotoxico € que quando utilizado de maneira
inadequada pode haver a contaminagdo do meio ambiente e consequentemente de
alimentos e pessoas (LUCHINI e ANDREA, 2000). Sousa et al., (2016) mostraram a
falta de cuidado dos agricultores ao manusear e ao descartar os recipientes de
agrotoxicos. Nessa pesquisa 47% dos entrevistados ndo fazem a lavagem de
maneira adequada antes do descarte e 57% deles jogam as embalagens vazias em
seus terrenos, causando a contaminagdo do meio ambiente e consequentemente a
saude humana.

Cerca de dois tercos da populagao brasileira € exposta a esses agentes
quimicos e consequentemente a seus efeitos nocivos. Segundo Sistema Nacional de
Informagdes Toxico-Farmacolégicas (SINITOX) 6.802 casos foram registrados de
intoxicagcdo humana por agrotoxicos (agricolas e domésticos) no Brasil, em 2012
(SINITOX, 2012). Essa contaminagao ocorre em diferentes niveis, devido ao uso
domiciliar destes compostos no combate de vetores transmissores de doencas, e ao
consumo de alimento e agua contaminados (PERES et al., 2005). No entanto, o
grupo mais vulneravel a intoxicacdo sao os trabalhadores rurais, que possuem um
contato direto com a matriz do problema e geralmente ndo usam equipamentos de
protecdo individual (EPI's) (LONDRES et al, 2011). Além disso, indicadores
socioecondémicos mostram que essas pessoas normalmente apresentam baixo grau
de escolaridade, o que muitas vezes torna dificil a compreensédo dos rétulos dos
produtos adquiridos. Sousa et al (2016) demostraram a falta de uso dos
equipamentos de protecao, mostrando que 73% dessas pessoas ndo possuem EPI’s
e 44% ja apresentaram algum tipo de sintomas de intoxicagdo ao aplicar os

agrotoxicos. Os autores argumentam que grande parte desse problema ocorre
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devido a baixa escolaridade dos entrevistados, que tém dificuldade na compreenséao
da bula, normas e do receituario agronédmico. Esses dados provam que a caréncia
de informagdes os tornam mais vulneraveis para cometerem erros no manejo dos
agrotoéxicos, o que aumenta as chances de sua contaminacéo (PERES et al., 2005).

Cientes de toda esta problematica, pesquisadores do campo da saude vém
estudando o uso de agrotéxicos e suas consequéncias sobre a saude humana.
Estes estudos n&o visam apenas a seguranga no trabalho do grupo de maior risco,
através do uso de EPI's, eles querem gerenciar os riscos e as incertezas
relacionados ao uso desses insumos através do uso de medidas coletivas, como: a
adocdo de medidas educacionais, conscientizacdo da populacdo e fiscalizagdes
frequentes dos drgaos responsaveis (FREITAS e BRITO SA, 2003).

As analises toxicologicas tém importancia crucial nas investigagcdes
antemortem e post-mortem, através da determinagao e quantificacdo de substancias
exdgenas - como drogas e agrotoxicos - em tecidos e fluidos bioldgicos. Esses
estudos permitem relacionar as concentragcdes dessas substancias com seus efeitos
téxicos no organismo e assim estabelecer se houve ou néo a intoxicagdo (BRODIN
etal., 2015).

As amostras mais utilizadas para determinar residuos de agrotoxicos em
humanos sao o sangue e a urina, mas avangos nas técnicas de preparo de amostras
e inovacgoes tecnologicas possibilitaram o uso de matrizes como cabelo e tecidos de
figados, rins, entre outros. Além disso, os métodos de analise toxicoldgica, que
evidenciem a presencga de substancias exégenas, estdo se tornando mais sensiveis,
0 que possibilita a analise em nivel de traco de amostras cada vez mais complexas.
As técnicas cromatograficas sao as mais utilizadas por apresentar maior
sensibilidade, compatibilidade com a concentragdo dos compostos de interesse e
por permitir a confirmacdo da presenca do analito através do espectrOmetro de
massas (BRODIN et al., 2012; BRODIN et al., 2015).

Entretanto, a analise dessas amostras complexas, exige 0 uso ou
desenvolvimento de métodos de preparo de amostra, que permitam determinar de
forma segura a presenca dos compostos de interesse, removendo substancias que
interfiram no sinal do analito ou que ndo sejam compativeis com a técnica de analise
— um exemplo sdo as proteinas, que ndo sao compativeis com as colunas de

cromatografia gasosa (QUEIROZ et al., 2001). Uma técnica que vem apresentando



resultados satisfatorios para diversas matrizes, inclusive matrizes bioldgicas, é a
extragdo com particdo em baixa temperatura. Essa técnica foi desenvolvida para
determinar residuos de piretroides em leite por cromatografia gasosa com detector
por captura de elétrons, sendo observada simultaneamente a extracdo e clean-up
das amostras (GOULART et al., 2010). Esta técnica também ja foi utilizada para
determinacédo rapida de benzodiazepinas em urina (MAGALHAES et al. 2012).
Diante do que foi exposto, neste trabalho pretende-se otimizar e validar um
meétodo que permita avaliar a presenga de residuos de agrotdoxicos em um grupo de
agricultores, sendo escolhido o soro sanguineo como matriz de estudo. Este estudo
possibilitara avaliar a presenga de residuos de agrotdxicos no soro sanguineo
dessas pessoas, desenvolvendo uma técnica de microextracdo, em etapa unica, e

analise por cromatografia gasosa.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Contaminag¢ao Humana

Agrotéxicos sdo substancias utilizadas no controle de pragas e de doengas
(PERES et al.,, 2003). Ap6s a Revolugao Verde o consumo destes compostos
cresceu no Brasil e no mundo. E como a produtividade agropecuaria brasileira
tornou-se altamente dependente do uso de agrotoxicos e fertilizantes quimicos, o
Brasil tornou-se um dos maiores consumidores de agrotoxico do mundo, chegando
até a liderar o ranking de consumo de agrotoxicos em 2010 (CASSAL et al., 2014,
MOREIRA et al., 2002).

No Brasil o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), que é um 6rgao federal responsavel pelo registro e controle
desses produtos, junto ao Ministinistério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), divulgou, em 2012,
a venda de 83 ingredientes ativos (IA’s), sendo que este 6rgao so divulga as
informagdes de venda de produtos cujos ingredientes ativos tenham no minimo 3
empresas detentoras do registro (IBAMA). Sendo assim, no pais ha um numero
muito maior de ingredientes ativos.

Apesar das inumeras vantagens que o uso desses agrotoxicos traz ao
desenvolvimento deste modelo de produgdo, o chamado “uso seguro”, mostra-se
ineficiente e, muitas vezes, impossivel de ser seguido. Isso devido a dificuldade que
os agricultores tém de seguir todas as recomendacdes de segurancga. Por isso é de
suma importancia divulgar os riscos de contaminagdo e intoxicacdo que se
submetem os usuarios (LONDRES, 2011).

A expansao do agronegécio demanda grande uso de agrotéxicos, mas seu
uso incorreto e indiscriminado pode causar a contaminagao de alimentos, agua e ar,
etc. Com isso, a saude humana pode ser afetada de modo direto, devido ao contato
direto com o produto comercial, ou de modo indireto pela ingestdo de alimentos e
agua contaminados, ou por contato com o meio ambiente contaminado (PERES et
al., 2005).



2.1.1 Contaminacao Indireta e Direta

Muitas vezes o mau uso no processo de aplicacao de agrotoxicos pode
causar contaminagao do meio ambiente. No entanto, mesmo fazendo este processo
de modo adequado, ha uma grande chance dos agrotdxicos atingirem o solo e a
agua, devido ao vento e a chuva que lava as folhas tratadas. A consequéncia desse
fragil processo € a intoxicagdo humana do modo indireto. Essa contaminagao ocorre
pelo consumo de agua e/ou alimento contaminados com residuos de agrotoxicos
(RIBAS e MATSUMURA, 2009; LONDRES et al., 2011).

Estudos mostram que a agua e os alimentos que chegam a mesa dos
consumidores brasileiros tém exibido tragos de agrotoxicos. Muitas vezes a
concentracdo encontrada esta acima do limite permitido ou ainda sdo detectados
compostos proibidos pela legislagdo brasileira para aquela cultura (JARDIM e
ANDRADE, 2009; LONDRES et al., 2011). Trabalhos estdo sendo desenvolvidos
para avaliar se o nivel de contaminagao por agrotoxicos dos alimentos que chegam
a mesa dos consumidores brasileiros estdo dentro das normas vigentes. Um
exemplo é o trabalho desenvolvido por Castro et al., 2016, visando avaliar a
qualidade dos tomates consumidos em restaurantes da cidade de Botucatu-SP.
Neste estudo os autores determinaram que em alguns estabelecimentos as
amostras apresentaram concentracbes de imidacloprido e clorpirifés acima dos
limites permitidos.

A contaminagéao direta geralmente ocorre em produtores rurais, ao aplicar os
agrotoxicos em suas lavouras e animais. Mas também pode ocorrer durante a
aragem, semeadura no campo, no cuidado dos animais, entre outros (RIBAS e
MATSUMURA, 2009).

As principais vias de exposi¢ao a esses agentes toxicos sao as respiratorias,
a dérmica e a oral. Muitas vezes a falta do uso de equipamentos de protegéo (EPI’s)
estd vinculada a estes casos de intoxicagdo (RIBAS e MATSUMURA, 2009 e
JARDIM e ANDRADE, 2009;).

Pesquisas estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de monitorar, de modo
mais rapido e eficiente, compostos exégenos no organismo humano. Um exemplo é
o método de extracdo em fase solida com analise por cromatografia gasosa
acoplada ao espectrdbmetro de massa (GC/MS) que foi desenvolvido para monitorar



metabolitos de piretréides em wurina humana. Este estudo mostrou que a
concentragdo encontrada nos operadores dos equipamentos de controle de pragas
(1291 e 2815 pg mL'1) era bem maior do que a dos individuos nao expostos
ocupacionalmente (29-497 pg mL™"). E este fato foi justificado com a ajuda dos
questionarios e das entrevistas, que mostraram que estes individuos possuiam o
contato direto e ndo utilizavam dos equipamentos de seguranga de forma adequada
(ARREBOLA et al., 1999).

2.2. Agrotoxicos

No Brasil os agrotoxicos sao definidos pela lei 7.802 de 11 de julho de 1989
(BRASIL, 2002). Essa lei regulamentou varios assuntos dentre eles a avaliagao da
eficiéncia agronémica dos agrotoxicos e seu impacto sobre a saude humana e meio
ambiente. Além disso, essa lei define se esses produtos podem ser vendidos
comercialmente, como podem ser empregados e sob quais condigbes, baseado em
estudos fisico-quimicos, toxicologicos e ecotoxicologicos (LONDRES et al., 2011).
Um agrotoxico pode ser classificado com base em seu modo de agao, toxicidade ou
em sua composi¢cao quimica (SILVA et al., 2005).

A classificagdo toxicoldgica feita pela ANVISA se baseia nos efeitos agudos,
que sao os que surgem algumas horas apos a exposi¢ao ao veneno, apresentados
pela pessoa que manuseou o agrotoxico (LONDRES et al.,, 2011). A toxicidade
aguda é medida através da Dose Letal (Lethal Dose 50% / LD50), que é a dose
necessaria para que uma substancia quimica provoque a morte de, pelo menos,
50% dos animais de estudo, geralmente ratos e camundongos (BRAIBANTE e
ZAPPE, 2012).

Com a finalidade de informar e fornecendo maior seguranga aos usuarios a
ANVISA divide os agrotéxicos em quatro classes toxicologicas (JARDIM e
ANDRADE, 2009; LONDRES et al.,, 2011). Considerando essa classificagdo, as

categorias possiveis variam de | a IV, como pode ser visto na Tabela 1.



Tabela 1. Classificagdo dos agrotdxicos segundo o grau de toxicidade

o LD 506ai / Cor indicada na
Classe Toxicidade 1
mg kg’ embalagem

la Extremamente toxico <5 Faixa vermelha
Ib Altamente toxico 5-50 Faixa vermelha
I Moderadamente toxico 50-2000 Faixa amarela
1| Levemente toxico Mais de 2000 Faixa azul
\Y, Improvavel apresentar Mais de 5000 Faixa verde

perigo agudo
Fonte: WHO - World Health Organization, 2010.

A classificagdo quimica relaciona-se com a classe quimica do agrotoxico, por
exemplo: piretroides, organofosforados, organoclorados, carbamatos e triazois.
Neste trabalho serdo investigados alguns compostos da classe dos piretroides e

organofosforados.

e Organofosforados

Os agrotoxicos organofosforados s&o inseticidas caracterizados pela
presenca de compostos de fosforo, produzidos desde o século XX. (CHAMBERS et
al., 2001a). Geralmente a intoxicagdo por estes compostos ocorre por exposigao
acidental através da pele e/ou vias respiratérias, mas, algumas vezes ha a auto-
ingestao na tentativa de suicidio (INOUE et al., 2007).

Um inseticida bastante utilizado na agricultura é o clorpirifés. O clorpirifés &
um inseticida sintético da classe dos organofosforados e é caracterizado pela baixa
solubilidade em agua. Este composto geralmente é aplicado com o intuito de
controlar parasitas (insetos) foleares no cultivo de feijao, tomate, milho, café e trigo.
Seu mecanismo de agdo estda relacionado com a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, isso causa a interrupcdo dos impulsos nervosos devido ao
acumulo da acetilcolina, que € um neurotransmissor toxico ao organismo dos insetos
e animais. O efeito toxico causado pelo clorpirifés no sistema nervoso é denominado
neurotoxicidade tardia. Alguns sintomas sao dor de cabega, vertigens e espasmos.

Mas em altas concentragbes pode causar a perda ou irregularidade da coordenagao
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muscular, ou ainda, a paralisia dos membros (EATON et al., 2008; YUAN et al.,

2014; MORI, 2006). A Figura 1 apresenta sua estrutura quimica.
Cl
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Figura 1. Estrutura quimica do inseticida Clorpirifés.

e Piretroides

Os piretréides apresentam uma estrutura semelhante a um componente ativo
das flores do Chrysanthemum cinerariaefolium, chamado piretrina. Estes compostos
geralmente apresentam baixo poder residual e alta eficiéncia em baixa dosagem.
Mudancas na estrutura das piretrinas permitiram a sintese dos piretréides,
compostos mais estaveis, que séo aplicados no campo desde os anos 70 (SANTOS
et al., 2007).

A bifentrina, a A-cialotrina, permetrina e a deltametrina s&o inseticidas
sintéticos geralmente utilizados no plantio de algoddo, batata, café, melancia,
tomate, entre outros. Como os piretroides sdo misturas estereoisoméricas, sua
atividade bioldgica e toxicidade dependem das estruturas quimicas e da
configuracéo estérica (SANTOS et al., 2007; MASTOVSKA e LEHOTAY, 2004).

Alguns piretroides sdo divididos em dois grupos, os que ndo apresentam e 0s
que apresentam o grupo cianeto (CN) na posi¢ao a, ao grupo aromatico (Nasuti et
al., 2003). Os compostos que ndo apresentam este grupamento demonstram a
denominada sindrome do envenenamento (sindrome T), que causam
comportamento agressivo, tremores no corpo e convulsdes em ratos e paralisia
momentanea em outros mamiferos. Ja na presenga do grupamento cianeto, os
sintomas demonstrados pelos ratos foram hipersensibilidade, tremores, convulsdes
crébnicas, entre outros, e a sindrome foi denominada sindrome Choreathetosis
(Sindrome do CS) (VERSCHOYLE e ALDRIDGE, 1980).

A estrutura de alguns piretréides sintéticos esta representada na Figura 2 e o
que diferencia as moléculas séo as substituicdes nos grupos R4, R, e R3, como pode
ser visto na Tabela 2.



Esacas

Figura 2. Estrutura quimica base de piretroides sintéticos.

Tabela 2. Substituintes dos radicais R4, Rz e Rz ha estrutura base dos piretroides

Piretréides R4 R; R;
Permetrina Cl Cl H

A-cialotrina Cl CF; CN

Deltametrina Br Br CN

Dos exemplos citados, apenas a bifentrina apresenta outros substituintes e

sua estrutura esta representada na Figura 3.

cl l CFa 13

HiC CHs

Figura 3. Estrutura quimica da bifentrina.
2.3. Efeitos na Saude Humana

Por atuarem em processos vitais, grande parte dos agrotoxicos tem agao
venenosa sobre o organismo humano e seus principais efeitos sdo: intoxicacao
aguda e crbénica (PERES et al., 2003).

Os efeitos cronicos sao caracterizados pelos sintomas tardios, que surgem de
exposi¢coes pequenas e médias por longos periodos — meses ou anos. Esses efeitos
sdo caracteristicos de intoxicagdes ocupacionais e/ou pelo contato indireto,
consumindo alimento e agua contaminada. Os efeitos mais comuns sao perda de
peso, fraqueza muscular, irritabilidade, insbnia, infertilidade, malformacao
congénitas, doengas respiratérias, entre outros. O amplo leque de sintomas dificulta
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o diagnostico desse tipo de intoxicagdo e muitas vezes tornam seus efeitos
irreversiveis, como ocorre no caso de cancer ou de paralisia (LONDRES, 2011;
RIBEIRO e MELLA, 2007).

Os efeitos agudos sédo aqueles que resultaram da exposicdo em altas
concentragbes de compostos altamente toxicos. Alguns dos sintomas sao: dores de
cabeca, nauseas, vOmito, dificuldade respiratoria, tremores, convulsées, entre
outros. Geralmente eles surgem rapidamente - em menos de 24 horas - e podem
ocorrer de forma leve, moderada ou grave. Em alguns casos podendo levar a morte.
Esses casos geralmente estdo relacionados com o contato direto com os
agrotoxicos, o que tornam os agricultores suas principais vitimas (LONDRES, 2011;
RIBEIRO e MELLA, 2007).

Outro fator de grande relevancia e que € uma pratica comum no campo, é o
emprego de formulagbes contendo dois ou mais agrotoxicos, em um sé produto,
para melhorar a eficacia do controle de pragas. No entanto, as consequéncias
dessas misturas no organismo vivo podem ser graves, pois a toxicidade das
misturas ndo sera a soma da atividade téxica de cada composto. Novos efeitos
poderdo ser gerados pela interagdo destes compostos, podendo estes serem mais
graves que os provocados pelos agrotéxicos isoladamente (LONDRES, 2011;
CASTRO e CHIORATO, 2007).

2.4. Matrizes Bioldgicas

Diversas amostras biolégicas podem ser utilizadas para determinar a
presenca de compostos exdgenos em diferentes organismos. Sangue, urina, cabelo,
saliva, suor e tecidos moles sdo algumas delas. A escolha da melhor matriz a ser
analisada depende de muitos fatores, alguns deles sao: tipo de analise (postmortem
ou antemortem), modo de coleta, tipo de analito a ser estudado e suas
caracteristicas, modo com que ele foi introduzido no organismo, entre outros
(BRODIN et al., 2015).

O desenvolvimento das técnicas de preparo de amostra e instrumentais,
permitem uma analise de tragos em matrizes complexas, tornando-as mais seletivas
e sensiveis. Com isso, matrizes ndao convencionais estdo sendo amplamente
utilizadas nos dias atuais (WAHLUND, 1981; GILAR et al., 2001 e OLIVEIRA et al.,
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2008). Klima et al. (2016), desenvolveram métodos para analise de medicamentos e
drogas ilicitas em tecidos dentais, cabelos e fluidos corporais. Mesmo assim, sangue
e a urina sao as matrizes mais utilizadas, principalmente devido a maior

concentracdo dos analitos nas amostras.

2.4.1. Sangue

O sangue é o meio liquido do sistema circulatério que flui entre diversos
orgaos, transportando nutrientes, horménios, agua, substéncias exdgenas, entre
outros. O volume total de sangue no corpo esta entre 4 e 8 litros, dependendo do
sexo da pessoa e do porte fisico dos individuos. Geralmente um adulto tem cerca de
60 mL de sangue por cada quilograma (kg) de massa corporal (SOUZA et al, 2006).

Este é um fluido complexo, contém agua, proteinas soluveis, gordura, sais e
células. O sangue se tornou uma matriz convencional porque fornece uma
correlagdo adequada entre a concentragao do analito e os efeitos clinicos causados
por ele. Além disso, permite estimar a quantidade administrada desse composto e
avaliar a razdo entre a concentragdo do principio ativo e a do seu metabdlito
(BRODIN et al., 2015).

Outra caracteristica importante dessa amostra é sua curta janela de analise
(tempo em que o analito ou seus metabolitos ficam no organismo da pessoa), que
geralmente dura entre algumas horas e poucos dias da dose do analito ser
administrada (BRODIN et al., 2015). Além disso, a amostragem deve ser realizada
cuidadosamente, uma vez que esta é invasiva, podendo causar a contaminacido do
paciente ou do analista (OLIVEIRA et al., 2008; BRODIN et al., 2015).

O sangue pode ser avaliado na forma de sangue total, plasma ou soro, sendo
os dois ultimos obtidos apdés a centrifugacdo do sangue e diferenciados pela
presenga ou ndo de fibrinogénio (GOMES, 2013). O desenho esquematico
apresentado na Figura 4 apresenta as possiveis formas em que se pode utilizar o

sangue como matriz.
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Figura 4. Desenho esquematico das diferentes formas em que o sangue pode ser

avaliado.
2.4.2. Soro

O sangue é uma suspenséao de células em um liquido complexo (plasma), que
€ constituido por agua, sais minerais, proteinas, lipidios, entre outros. Em cada litro
(L) desse fluido ha cerca de 70 gramas de proteinas, sendo a maior parte constituida
por albumina, mas também ha globulinas e fibrinogénio (SOUZA et al, 2006).

O soro sanguineo € obtido a partir da centrifugagdo do sangue, assim como o
plasma. A diferengca entre eles estd na adicdo ou ndo de anticoagulante, no
momento da coleta (BRODIN et al., 2015).

No processo de coagulacdo os fibrinogénios, que sao proteinas, formam
mondmeros de fibrinas, que por fim geram redes de fios que aprisionam eritrécitos,
leucdcitos e plaquetas. Entdo o soro € o sobrenadante do processo de centrifugagao
do sangue quando ndo ha a adicdo de anticoagulante, ou seja, € o plasma
sanguineo na auséncia de fibrinogénios, Figura 5, (SANTOS, 2007; SOUZA et al,

2006). |
=0l
(11}

Figura 5. Imagem de sangue humano e este centrifugado mostrando a separagao

do soro (parte liquida) e o coagulo.

Essa matriz ja foi utilizada em varios estudos, como por exemplo, a analise de
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agrotéxicos organoclorados no soro humano usando microextracdo em fase sdlida
por headspace e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (KIM et
al., 2013). Uma determinagéo rapida e simultdnea de agrotdxicos organofosforados
no soro humano por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

também foi proposta por Inoue et al., 2007.

2.5. Técnicas de extragao

O preparo da amostra € uma etapa crucial de um método analitico. Seus
principais objetivos sdo: converter a matriz em estudo em uma amostra adequada
para analises instrumentais, remover interferentes da matriz, aumentando a
seletividade do método, e, se possivel e necessario concentrar o analito. Além disso,
idealmente o método deve ser robusto e reprodutivel (SMITH, 2003).

Assim como para outros tipos de analises, na toxicologia um pré-tratamento
eficiente das amostras é a chave para o sucesso das analises. Essa etapa do
método de analise € uma ferramenta que visa auxiliar no monitoramento das
substancias exdgenas no organimos humano, determinando suas concentragdes,
para que por fim seja possivel relacionar estes valores com os efeitos toxicos
apresentados pelos individuos que estdo sendo objeto de estudo. Além disso,
permite estabelecer se houve ou nao intoxicagdo (BORDIN et al., 2015).

Técnicas classicas, tais como Extracdo Liquido-Liquido (LLE, Liquid-Liquid
Extraction) e Extracao em Fase solida (SPE, solid phase extraction), sdo bastante
utilizadas para determinagdo de agrotdoxicos em alimentos, amostras ambientais e
amostras bioldgicas (KRISTENSON et al., 2006 e MOREIRA et al., 2015).

A extragdo liquido-liquido foi empregada com sucesso para a determinagao
de substancias exdgenas em soro sanguineo, sangue, urina e outros fluidos
corporais humanos (INOUE et al., 2007 e; GOTTZEIN et al. 2009). A extragéo solido-
liquido também foi empregada para determinar a presenca de agrotdxicos em soro
humano e em &agua (BARRIONUEVO et al., 2001 e THOMAS et al, 2017).
Recentemente, DUCA et al. (2014) aplicaram as duas técnicas em amostras de
cabelo. Inicialmente as amostras, descontaminadas (eliminagdo de impurezas
superficiais) e pulverizadas, foram incubadas com 1 mL de acetonitrila, a 40 °C, para
obter o extrato. Esse extrato foi purificado aplicando a técnica SPE ou a ELL. Ao

comparar resultados das duas técnicas os autores concluiram que a extracdo em
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fase solida € mais adequada, pois essa técnica extraiu um maior numero de
compostos e promoveu uma maior recuperagao.

Apesar da eficiéncia das técnicas convencionais (SPE, ELL), estas sdo mais
caras, demoradas e consomem grande quantidade de material. Em fungao disso, o
desenvolvimento de técnicas mais rapidas e eficazes, visando baixo custo e menor
contaminagao ambiental foi necessario (KRISTENSON et al., 2006 e MOREIRA et
al., 2015). Assim as técnicas classicas passaram por processos de miniaturizagao,
sendo reduzido o tamanho da amostra, a quantidade de solvente, tempo de preparo
da amostra, etc. Neste contexto, as técnicas para analise de residuos de agrotdxicos
também evoluiram tornando-se mais simples, promovendo melhor extracdo e
purificacdo das amostras. Entre estas novas técnicas destacam-se as técnicas de
extragao liquido - liquido (ELL) e solido - liquido (ESL) com particdo em baixa
temperatura (PBT). Estas técnicas vém sendo amplamente utilizadas para remogao
de agrotdoxicos em alimentos, agua e solo. Uma grande vantagem da particdo em
baixa temperatura é realizar simultaneamente a extragcao e o clean-up das amostras
com obtencgao de extratos adequados para analise.

Em 2004, GOULART desenvolveu o método extragao liquido-liquido com
particio em baixa temperatura foi desenvolvido por (2004) que determinou de
piretréides em leite por cromatografia gasosa (ELL/PBT-GC/ECD). Essa técnica foi
empregada para a extragdo de carbamatos em amostras de agua com grande
eficiéncia (GOULART et al., 2010). A base dessa técnica é adicionar uma mistura
extratora a matriz, sélida ou liquida, e, apés homogeneizagéao, resfriar a mistura até
que ocorra a separagao das fases por congelamento da fase aquosa ou desta
juntamente com a fragdo solida da matriz. O sobrenadante, contendo o solvente
organico e os analitos de interesse, é recolhido e analisado. Esta técnica é simples,
envolve baixo consumo de solvente (acetonitrila, acetato de etila, metanol e
acetona), geralmente nao necessita de etapas de clean-up, muitas vezes requeridas
em varios outros métodos de extracio.

No entanto algumas vezes o extrato coletado precisa ser concentrado,
tornando necessaria uma nova etapa, em que o extrato é evaporado até a secura e
recuperado em um volume menor de solvente organico. Outra alternativa é hifenar a
particdo em baixa temperatura com microtécnicas como a microextragado liquido-

liquido dispersiva (MELLD), para este mesmo fim.
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Essa técnica foi aplicada para extragdo de agrotdxicos em ovos de jacarés
(SOUSA et al., 2014) e em manteiga (MARTHE et al., 2010) e na extragao de drogas
em urina (MAGALHAES et al, 2012). Em todos estes trabalhos o método se mostrou
eficaz, simples e consumiu um menor volume de solventes, mostrando-se muito

vantajoso.

2.6. Técnicas de analise quimica

A necessidade de se obter medidas analiticas confiaveis, comparativas e de
qualidade, vem crescendo cada vez mais, pois dados duvidosos podem conduzir a
decisdes errdbneas e gerar prejuizos (financeiros, ambientais e/ou a vida humana).
Por isso, para obter um método sensivel, a ponto de determinar a presenca de
tracos de substancias exdégenas em amostras bioloégicas, além de um bom preparo
de amostra é necessario empregar uma técnica instrumental que ajude na
separagao, no caso de analises mutiresiduos, sem influéncia de interferentes,
identificacdo e quantificagdo dos analitos (RIBANI et al. 2004 e BORDIN et al. 2015).

As técnicas mais utilizadas para a determinagdo de contaminantes em
amostras biolégicas sao as cromatograficas, principalmente a cromatografia em fase
gasosa (CG) ou em fase liquida (CL) acoplada a espectrometria de massas (EM)
(BORDIN,et al., 2015). No entanto, outros detectores podem ser utilizados com
grande eficiéncia, identificando e quantificanado os analitos, com excelentes limites
de detecgdo na faixa de nanogramas a microgramas por litro (ng L™ a ug L™) (GALLI
et al., 2006).

Os cromatografos acoplados a espectrometria de massas sao mais utilizados,
pois além de determinar a concentracdo do analito, eles permitem confirmar com
mais seguranca a sua presenca. FISICHELLA et al.,( 2015) empregaram com
sucesso a microextracdo liquido-liquido dispersiva (MELLD) e a cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS) para a
determinacao de benzodiazepinas e outros medicamentos em amostras de sangue.

No entanto, outros detectores ja foram utilizados com sucesso para
determinacdo de contaminantes em diversas amostras. Um exemplo € o trabalho de
Arjomandi-Behzad et al., 2014 que utilizaram a técnica de cromatografia gasosa com
detector por ionizagdo em chamas (CG-DIC) para determinar a piridina em amostras

de urina. Este trabalho desenvolveu um método de extragcdo de eletromembrana
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acoplada com microextracao liquido-liquido dispersiva que se mostrou simples e
rapido. Ja Freire, E. F. et al., 2005 utilizaram a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com detector de ultravioleta na anadlise do diazepam e de

nordiazepam, que é seu metabolito activo, em plasma.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolver um método de microextragdo em fase unica para determinar
residuos dos agrotoxicos em soro sanguineo bovino e humano por cromatografia

gasosa.

3.2. Objetivos especificos

o Determinar as condigbes cromatograficas ideais para separagao dos
agrotoxicos clorpirifds, bifentrina, A-cialotrina e deltamentrina;

o Avaliar alguns parametros como volume de amostra, volume de
solvente extrator e tempo de agitagdo para otimizar a técnica de microextragao
liquido-liquido com particdo em baixa temperatura para determinagcao de clorpirifés,

bifentrina, A-cialotrina e deltamentrina em soro fetal bovino por cromatografia

gasosa;
o Validar o método otimizado em soro fetal bovino por cromatografia
gasosa;
o Avaliar a estabilidade dos analitos no soro fetal bovino;
o Avaliar a viabilidade de aplicar o método otimizado para soro fetal

bovino, em soro sanguineo humano;
o Aplicar o método otimizado e validado para avaliar o nivel de
contaminagao por residuos de clorpirifés, bifentrina, A-cialotrina e deltamentrina em

soro sanguineo de produtores rurais voluntarios.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Reagentes e Solugoes

Os solventes e padrdes utilizados foram:
e acetonitrila, 99,5% - grau HPLC (Sigma-Aldrich,USA) — CAS 75-05-8
e cClorpirifés, 99,0% m/m, (Sygenta, Brasil) — CAS 2921-88-2
e \-cialotrina, 86,5% m/m, (Sygenta, Brasil) — CAS 91465-08-6
e deltametrina, 99% m/m (Sygenta, Brasil) — CAS 52918-63-5
e bifentrina-92,2% m/m (FMC, Brasil) — CAS 82657-04-3

Os agrotéxicos utilizados neste estudo foram selecionados com o auxilio dos
questionarios aplicados pelo aluno Breno César Vieira. Além disso, foram avaliados
os cultivos da regido de estudo e efeitos nocivos que os agrotoxicos podem causar
ao ser humano. A Tabela 3 apresenta os analitos em estudo e os relaciona com seu

grupo quimico, férmula atdmica, classificagdo quanto ao modo de acéao e toxicologia.

Uma solugao-estoque na concentragédo 100 mg L'de clorpirifés, A-cialotrina e
bifentrina e com 35,4 mg L™ de deltametrina foi preparada em acetonitrila. Para
testes preliminares e otimizagcdo do método, esta solugao foi diluida em 100 vezes
com o0 mesmo solvente, para obter a solugéo de trabalho 1.

Para a etapa de validagao, preparou-se uma solugao contendo clorpirifés, A-
cialotrina e bifentrina na concentracdo 1 mg L™ e deltametrina a 2 mg L. Esta
solugao foi denominada solugao de trabalho 2.

Estas solugbes foram armazenadas em freezer Consul a temperatura de

aproximadamente a — 20 °C.
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Tabela 3. Agrotoxicos estudados e suas caracteristicas fisico-quimicas

Agrotoxico  Formula atémica

Classificagao

Clorpirifos /Nt I

/_ Cl
Bifentrina Ty/‘io
A-cialotrina (X/KO%O\O

Deltametrina 1, o
W%)k /\@m@

MM / LD50aguda/ CL50/  LD50 permico/ ADI/ Classificagao
p p p p p quanto ao modo ] o
g mol mg kg mg L mg kg mg kg . toxicolégica
de agao
Cl
= Cl
D¢ N\ 350,89 64 0,1 >1250 0,001 Inseticida Classe Il
o] O
Inseticida e
422,88 54,5 1,01 >2000 0,015 o Classe Il
acaricida
449,85 56 0,066 >632 0,0025 Inseticida Classe Il
Inseticida,
* metabdlito e
505,20 87 0,6 >2000 0,01 o Classe Il
substancia
veterinaria

ADI - Ingestéo Diaria Aceitavel

CL50 — mede a intoxicacao por inalagao
LD50,4u50— Mmede a intoxicagdo aguda por via oral. Este valor € a metade da dose necessaria para que uma substancia quimica provoque a

morte

LD50 4emico — Medea intoxicagao devido a contato direto com a superficie da pele.

Fonte: IUPAC, 2007.

19



4.2. Instrumentagao

As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo a gas
Shimadzu, modelo GC-2014, com detector por captura de elétrons (DCE), equipado
com auto-injetor AOC-20i e/ou em um cromatografo a gas Agilent, modelo 7820A
GC, equipado com auto-injetor G4513A, acoplado a um espectrémetro de massas,
modelo 5977B MDS.

As condigbes cromatograficas como, programacgao de temperatura da coluna,
temperaturas do injetor e do detector, modo de injegcédo, e vazdo do gas de arraste,
etc. foram adaptadas de NORONHA et al., 2015. As condigdes ideais da analise por
CG/DCE se encontram descritas a seguir:

e Coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm x 0,10 ym de espessura de
filme), da Phenomenex (USA), modelo ZB-5 (5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano).
e Programagao de aquecimento da coluna:

150 °C (1 min) Remn’y, 910 °C (1 min) Remn’, 950 °C (2 min) 20°Cmin?
290 °C (2 min)

e Tempo total de analise: 11,3 min

e Temperatura do injetor: 280 °C

e Temperatura do detector: 300 °C

e Volume injetado: 1,0 pL

e Razao de Split: 1:5

e (Gas de arraste: nitrogénio

e Vazao do gas de arraste: 1,2 mL min™

Tendo em vista que as condi¢gdes cromatograficas estabelecidas forneceram
boa resolugdo em um curto tempo de analise, estas foram adaptadas para o CG/EM.
As condicdes ideais da analise por CG/EM foram:

e Coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym de espessura de
filme), da Hexis, modelo HP-5MS (5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano).
e Programacao de aquecimento da coluna:
150 °C (1 min) 22"y 290 °C (6,34 min)
e Tempo total de analise: 12,01 min
e Temperatura do injetor: 280 °C
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e Temperatura do detector: 300 °C

e Volume injetado: 1,0 pL

e Splitless

e Monitoramento modo SIM e TIC

e Fonte de ionizacao: impacto de elétrons 70 eV

e Analisador: Single quadrupole

e (Gas de arraste: nitrogénio

e Vazao do gas de arraste: 1,2 mL min™
Outros equipamentos foram:

e Balanga analitica modelo BP221 S (SARTORIUS, Gaéttingen, Alemanha);

e Agitador vortex modelo CERTOMAT® MV (B. BRAUN INTERNACIONAL,
Melsugen, Alemanha);

o Freezer 280 L modelo CVU30DBANA (CONSUL, Minas Gerais, Brasil).

4.3. Amostras

Para otimizacdo e validacdo do método de extracao utilizou-se soro fetal
bovino (Cultilab), inativo, estéril e isento de mycoplasma, que foi gentiimente doado
pelo professor José Humberto de Queiroz, do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular.

O método otimizado e validado para soro fetal bovino foi aplicado em
amostras de soro sanguineo humano a fim de avaliar se os compostos dessa matriz
iriam interferir na analise. Posteriormente, amostras de soro fetal bovino e soro
sanguineo foram fortificadas com 100 ug L™ de clorpirifés, bifentrina, A-cialotrina e
com 200 g L' de deltametrina e submetidas ao método de extragdo para comparar
a eficiéncia da extragao.

Apos avaliar a seletividade e eficiéncia do método para amostras humanas
este foi empregado para determinar a presenca de clorpirifés, A-cialotrina e bifentrina
e deltametrina no organismo de trabalhadores rurais.

As amostras de sangue humano foram coletadas pelo aluno de doutorado
Breno Cesar Vieira, cujo projeto intitulado “Analise protedmica e perfil bioquimico do
sangue dos trabalhadores rurais expostos a agrotdxicos”, esta sendo executado no
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular sob a orientagdo da Prof2. Dr2.
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Maria Goreti de Almeida Oliveira. Este projeto, com numero de protocolo 1.052.863,
foi devidamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica da UFV.

Conforme informagdes contidas no projeto do estudante Breno César Vieira,
um questionario foi aplicado para se identificar os voluntarios que faziam o uso de
alcool ou fumo, ou qualquer tipo de droga sintética ou natural - que sdo substancias
que podem alterar os parametros bioquimicos, enzimaticos ou a expressao de
proteinas. Assim foram selecionados individuos nédo expostos, para controle, e
individuos expostos aos agrotoxicos (trabalhadores), cada um destes dois grupos
continha 20 individuos, do sexo masculino entre 30-60 anos. Os voluntarios
selecionados para o grupo controle n&o tiveram contato direto com qualquer classe
de agrotdxicos. Ja o grupo dos trabalhadores rurais foi composto por individuos
expostos aos agrotdxicos em qualquer uma de suas atividades durante o cultivo de
tomates, em diferentes comunidades do municipio de Coimbra — Minas Gerais,
Brasil.

As amostras bioldgicas coletadas foram rotuladas e armazenadas de maneira
adequada, em freezer a -80 °C para serem utilizadas em pesquisas

complementares, como a que foi executada neste trabalho.

4.5. Extracgao liquido-liquido com particao em baixa temperatura (ELL-PBT)

Para a etapa de otimizacéo, aos frascos de vidro transparente de 5 mL foram
adicionados 500 pL de amostras de soro sanguineo fortificadas com 50 ug L™ de
clorpirifés, bifentrina e A-cialotrina e 17,7 pg L™ de deltametrina (para este preparo foi
empregada a solucédo de trabalho 1). Para a etapa de validagdo e os estudos de
estabilidade as amostras de soro sanguineo foram fortificadas com 50 ug L™ de
clorpirifds, bifentrina e A-cialotrina e 100 pg L™ de deltametrina, sendo utilizada para
este preparo, a solugao de trabalho 2.

As amostras de soro fortificadas adicionaram-se 1000 pL de &gua e
posteriormente 500 pyL de solvente organico (acetonitrila: 99,5% - grau HPLC -
Sigma-Aldrich,USA). A mistura foi agitada em vortrex por 1 min a temperatura
ambiente e resfriada em freezer a -20 °C + 2 °C, por aproximadamente 12 h. Apds a
separacao das fases pelo congelamento da fase aquosa (soro + agua + proteinas)
aproximadamente 100 uL do extrato liiquido sobrenadante (acetonitrila) foi recolhido,

transferido para um vial contendo um insert. Quando necessario, os extratos foram
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armazenados em freezer, até o momento da analise por CG/DCE, e em alguns

casos por CG/EM, nas condi¢des analiticas previamente estabelecidas.

4.5.1. Otimizagao da técnica de extragao liquido-liquido com particao em baixa

temperatura

No processo de otimizagdo desta técnica alguns parametros importantes
foram avaliados empregando um planejamento fatorial completo 23 com ponto
central (n=2), envolvendo 10 ensaios. As variaveis estudadas foram volume de agua,
volume do solvente extrator e tempo de agitagdo. Os dados do planejamento sao
apresentados na Tabela 4. As concentracdes obtidas nas analises cromatograficas

foram utilizadas como respostas analiticas.

Tabela 4. Planejamento fatorial 2° com ponto central (n=2) aplicado na otimizacéo

da ELL-PBT de amostras de soro sanguineo com as trés variaveis e os seus codigos

Niveis de amostragem

Fatores Ponto
-1 +1
Central
(F1) Ajuste da diluigéo / L 700 850 1000
(F2) Volume de extrator / pL 500 600 700
(F3) Tempo de extragao / s 20 40 60
Ensaio Fatores codificados
F1 F2 F3
1 - - -
2 + - -
3 - - +
4 - + -
5 - + +
6 + + -
7 + - +
8 + + +
9
10
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4.6. Estabilidade dos analitos

Para a avaliagdo da estabilidade dos analitos na matriz, foram preparados 25
mL de soro sanguineo fortificado a partir da solugéo trabalho 2 com 50 pg L de
clorpirifos, bifentrina e A-cialotrina e 100 pg L™ de deltametrina. O soro fortificado foi
dividido em aliquotas de 500 yL cada, metade delas foi armazenada em freezer a -
20 °C £ 2 °C e a outra metade foi armazenada na geladeira a 4 °C £ 2 °C. Essas
amostras foram retiradas em triplicatas no 3°, 7°, 11°, 15° e 23° e submetidas ao
método otimizado. Os extratos obtidos em cada dia de analise foram recolhidos e

analisados por cromatografia gasosa.
4.7. Validacao do método analitico

O método de extracgao liquido-liquido com particao em baixa temperatura e
analise por cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons, otimizado
para determinagéo de residuos de agrotéxicos em soro sanguineo foi validado para
as principais figuras de mérito. Foram avaliados seletividade, linearidade de resposta
do método, limite de deteccdo e limite de quantificagdo, exatiddo (ensaios de
recuperacgao), precisao (repetitividade e precisdo intermediaria) e efeito de matriz.
Os procedimentos realizados para a validacdo do método otimizado, foram
baseados em recomendacdes de CASSIANO et al.,, 2009; RIBANI,et al., 2004;
ANVISA (2003), muitos outros.

4.7.1. Seletividade

A seletividade foi avaliada pela comparagcado dos cromatogramas dos extratos
do branco de soro sanguineo (isento dos agrotoxicos de estudo) com os
cromatogramas dos extratos obtidos da matriz fortificada.

4.7.2. Linearidade da resposta do método

A linearidade de resposta do método foi feita em triplicatas, injetando extratos

das amostras de soro sanguineo submetidas ao método proposto em 7 niveis de
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concentragbes - de 5, 20, 35, 50, 75, 100 e 125 ug L™ para clorpirifés, bifentrina e A-
cialotrina e de 10, 40, 70, 100, 150, 200 e 250 pg L™ para a deltametrina.

4.7.3. Limite de detecc¢ao e limite de quantificagao

O limite de detecgéo (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) podem ser obtidos

utilizando as equagdes 2 e 3.

3SD

LD = N (Equagao 2)
10 SD

LQ = B (Equacéo 3)

Sendo:

SD = Estimativa das areas obtidas para o branco

B = Inclinagdo da curva analitica obtida pela inje¢céo e analise por CG/DCE
dos extratos que foram obtidos apds submeter as amostras de soro sanguineo ao

método otimizado.
4.7.4. Exatidao

Ensaios de recuperacao foram feitos para determinar a exatiddo do método,
neles as amostras de soro sanguineo foram fortificadas em concentragdes iguais 20,
50 e 100 ug L™ para clorpirifés, bifentrina e A-cialotrina e de 40, 100 e 200 ug L™
para a deltametrina. Estes experimentos foram feitos em ftriplicata e a exatidao foi
avaliada pela porcentagem de recuperacéao (%R) conforme a equacao 4.

Cg x 100
Cr

%R = [ ] + 100 (Equagao 4)

Sendo:
Ce = Média das concentragbes obtidas experimentalmente

Cr = Concentracao real (concentragcdo em que as amostras foram fortificadas)
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4.7.5. Precisao

A precisao representa a dispersao de seus resultados em ensaios diferentes e
sua avaliagao se da pela estimativa do coeficiente de variacdo (CV) conforme a

equagao 5.

CV = (; X 100) (Equacdo 5)

Sendo:
s = Desvio padrao das areas obtidas

X = média entre as areas obtidas

A precisdo do método foi avaliada, por um estudo intralaboratorial, onde se

analisaram a repetitividade e a precisao intermediaria.
4.7.5.1. Repetitividade

A repetitividade foi avaliada utilizando o guia da ANVISA (2003) como base. O
experimento foi feito em 3 niveis de concentracdo (20, 50 e 100 ug L™ para
clorpirifés, bifentrina e A-cialotrina e de 40, 100 e 200 pg L™ para a deltametrina). Os
ensaios foram realizados em triplicata. Para tal estimativa, foram determinados os
coeficientes de variagao (CV) e as porcentagens de recuperacao dos agrotoxicos em

estudo (%R) de cada agrotéxico.
4.7.5.2. Precisao intermediaria

A estimativa da precisdao do método foi feita por meio da porcentagem de
recuperacao (%R) dos agrotoxicos em estudo, e seus respectivos coeficientes de
variacdo (CV), que foram obtidos pela andlise dos extratos em 3 niveis de
concentracdo (20, 50 e 100 pg L™ para clorpirifés, bifentrina e A-cialotrina e de 40,
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100 e 200 pg L para a deltametrina) e em triplicata, de amostas que foram

submetidas a técnica de extragédo otimizada.
4.8. Anadlise de agrotoxicos em amostras de soro sanguineo de agricultores

O método otimizado e validado foi aplicado para determinacdo de residuos
dos agrotéxicos clorpirifés, bifentrina, A-cialotrina e deltametrina em soro sanguineo
de um grupo de trabalhadores rurais e de individuos que nao tiveram contato direto
com agrotoéxicos.

Foram analisadas 10 amostras de soro sanguineo, sendo duas destas
controle. Essas amostras foram submetidas ao método otimizado e validado,

permitindo avaliar o nivel de intoxicagao dos agricultores.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise cromatografica

O cromatograma de uma solugao-padrao, em acetonitrila, contendo 300 ug L
de clorpirifés, bifentrina, A-cialotrina e 600 ug L™ de deltametrina foi obtido utilizando
as condic¢des descritas no item 4.2 em um CG/DCE e o tempo total de analise foi de
11,3 minutos. O cromatograma esta representado na Figura 6. Nota-se que os picos
fordo simétricos e que essas condicbes cromatograficas forneceram uma boa
resolucdo, pois nao houve sobreposicdo de picos. Os tempos de retencéo,

apresentados na Tabela 5, foram similares aos obtidos por NORONHA et al., 2015.
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Figura 6. Cromatograma de uma solugdao-padrdao dos agrotdxicos em acetonitrila
nas concentragdes de 300 ug L™" para o clorpirifés, bifentrina, A-cialotrina e 600 Mg L
' para a deltametrina, em que (1) tr = 4,66 min: clorpirifds: (2) tx = 6,93 min:

bifentrina; (3) tr = 7,74 min: A-cialotrina; (4) tr = 10,2 min: deltametrina.

Pode-se observar que a ordem de eluicdo dos analitos esta relacionada com

suas respectivas massas molares (MM).
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Tabela 5. Tempo de retengdo dos agrotéxicos nas condigdes cromatograficas e

suas respectivas massas molares.

‘Ordem de Eluigio  Agrotéxico  te/min  MM/gmol™
1 Clorpirifés 4,66 350,89
2 Bifentrina 6,93 422,88
3 A-cialotrina 7,74 449,85
4 Deltametrina 10,2 505,20

A eluicdo dos agrotéxicos em um cromatégrafo a gas depende de suas
interacdes com a coluna. Nota-se que quanto maior o valor de massa molar maior foi
o tempo de retencdo. Relacionado-se estes dois parametros, tr x MM, pode-se
observar (Figura 7), que houve uma boa correlagdo entre a massa molar e o tempo
de retengao dos quatro agrotoxicos em estudo, com um coeficiente de determinacgéao
(R?) igual a 0,9895. No entanto é importante ressaltar que esse comportamento &
esperado, principalmente, quando se trata de séries homdlogas. Possivelmente
essa tendéncia ocorre, pois trés dos quatro agrotoxicos estudados sdo do mesmo

grupo quimico (piretroides).

[y [y
o =
1 J

L J

y = 0,0355x - 7,9449
R? = 0,9895

(Vo]
1

Tempo de retengdo (t;) / min

4 T T T T
350 400 450 500

Massa Molar (MM) / g mol?

Figura 7. Correlagcdo entre a massa molar e o tempo de retengdo dos quatro

agrotoxicos em estudo (clorpirifos, binfentrina, A-cialotrina e deltamentrina).
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E possivel também observar no cromatograma a presenca de picos duplos
para os piretroides A-cialotrina e deltametrina. Este fendmeno esta relacionado com
a conversao destes compostos em isbmeros durante a injecdo de solugdes de
alguns piretroides no cromatografo a gas (MASTOVSKA et al., 2004). Por isso, a

quantificacédo deles foi realizada integrando a area dos dois picos juntos.

5.2. Otimizacao da técnica de extracao liquido-liquido com particao em baixa
temperatura (ELL-PBT)

Nos estudos preliminares, foram testadas outras técnicas de extragdo como a
microextragao liquido-liquido dispersiva (MELLD) e a microextragao em fase sodlida
(MEFS), além da ELL-PBT. Esses testes inicialmente foram feitos com agua
fortificada, e notou-se que a MEFS n&o se adequava, pois nas condicdes testadas
os analitos ndo volatilizavam de forma adequada. Apds esse pré-teste as outras
duas técnicas (ELL-PBT e MELLD) foram aplicadas em amostras de soro fetal
bovino e notou-se a importancia de desenvolver um método capaz de remover
compostos da matriz que sdo incompativeis com técnica de analise instrumental.
Durante esses testes, em alguns ensaios, houve a precipitagdo de proteinas (Figura
8) devido a adigdo de solventes organicos as amostras de soro sanguineo,
dificultando a recuperacao do extrato. Polso et al., 2003 afirmaram que os solventes
organicos causam a redugao do poder de solvatacdo da agua, fortalecendo as

interagdes eletrostaticas (proteina-proteina) e, com isso, as proteinas precipitam.

Figura 8. Fotos dos testes preliminares, onde € possivel observar a precipitacdo de
proteinas: a) DLLME e b) a ELL/PBT com a precipitagcao de proteinas por adicéo de

solventes organicos na presenga e auséncia de sais neutros.

Tendo em vista que uma das principais caracteristicas da técnica de ELL/PBT
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€ extrair os analitos de interesse e fazer o clean-up das amostras em uma unica
etapa, optou-se por adaptar essa técnica para extrair residuos de agrotéxicos de
soro sanguineo. Para isso, os seguintes parametros: volume de agua adicionada,
volume de solvente extrator e tempo de agitagao foram otimizados.

Os trés parametros, volume de agua adicionada, volume de solvente extrator
e tempo de agitagdo, foram escolhidos com o objetivo de promover o clean-up -
evitando a precipitacdo das proteinas — e de promover maior eficiéncia de extragao.
A otimizacdo destes fatores foi feita através de um planejamento fatorial 2° com
ponto central e a significancia de cada fator foi avaliada pela analise de variéncia
(ANOVA) usando niveis de significancia p-valor.

A concentragdo dos agrotoxicos no extrato de cada ensaio, determinada
experimentalmente foi empregada para avaliar os resultados e gerar os graficos de
Pareto dos efeitos e interagbes. Esses graficos foram gerados para cada um dos
agrotoxicos isoladamente, como pode ser visto na Figura 9. Nestes graficos o
comprimento das barras permite comparar a significancia de cada um dos efeitos e

de suas interagdes.
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Figura 9. Superficie de respostas envolvendo os fatores volume de Agua (F1) e o tempo de agitacdo (F3), de um planejamento
fatorial 2° com ponto central (n=2), tendo a concentracdo como resposta. Sendo: (a) clorpirifés, (b) bifentrina, (c) A-cialotrina e (d)
deltametrina.
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A partir dos graficos de Pareto, foi possivel observar que o volume de agua
adicionado (F1) e o volume de acetonitrila (F2) influenciaram na extracdo de
clorpirifés, bifentrina e A-cialotrina, os 3 primeiros compostos a eluir. O volume de
acetonitrila teve influéncia negativa na extragao destes analitos e o volume de agua
adicionado tem significancia positiva. Esses resultados mostram que ao aumentar o
volume de agua e diminuir o de solvente extrator é possivel obter resultados mais
satisfatérios, melhorando a extracdo dos analitos. Provavelmente isso ocorre devido
a interferéncia de proteinas, que tendem a precipitar mais com o aumento do volume
de acetonitrila e redugdo do volume de agua. A presenca de solventes organicos
diminui a constante dielétrica (€) das amostras de soro, os solventes deslocam as
moléculas de agua que rodeiam a regido hidrofébica na superficie das proteinas,
minimizando essas interacbes hidrofobicas (agua-proteina) e aumentando as
interagbes eletrostaticas (proteina-proteina) — causando sua precipitagcao
(FRANCISCO et al., 2006; POLSON et al., 2003). Essas ligagbes proteina-proteina
causam a sua precipitacdo e consequentemente o arraste dos analitos por
coprecipitacao, reduzindo a eficiéncia de extragdo do método. Com isso, o aumento
do volume de agua e a diminuicdo do volume de acetonitrila evita essa interagao
entre as moléculas de proteina, o que torna os analitos mais disponiveis para
extracao.

O tempo de agitacao (F3) nao foi significativo para nenhum dos agrotoxicos
em estudo no intervalo avaliado. No entanto, observa-se que a interagao entre este
parametro (F3) e o volume de agua adicionado (F1) foi significativa de maneira
negativa para o clorpirifés e a A-cialotrina, Assim, ao se empregar maiores volumes
de agua, deve-se agitar a mistura por menor tempo. Esta interagcao entre (F1) e (F3)
nao influenciou significativamente a extracdo dos demais agrotéxicos.

A deltametrina, ultimo composto a eluir, apresentou comportamento diferente
dos outros agrotoxicos. Somente o volume de agua adicionada (F1) influenciou
significativamente e de maneira positiva a extragao deste analito, logo maior volume
de agua melhoraria a eficiéncia da extragao.

As interagdes entre os fatores podem ser melhor visualizadas pelas

superficies de respostas, que estdo apresentadas nas Figuras 10, 11 e 12.
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Figura 10. Superficie de respostas envolvendo os fatores volume de Acetonitrila (F2) e o tempo de agitacdo (F3), de um
planejamento fatorial 2° com ponto central (n=2), tendo a concentragdo como resposta. Sendo: (a) clorpirifés, (b) bifentrina, (c) A-
cialotrina e (d) deltametrina.
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Figura 11. Superficie de respostas envolvendo os fatores volume de agua (F1) e volume de Acetonitrila (F2), de um planejamento
fatorial 2° com ponto central (n=2), tendo a concentracdo como resposta. Sendo: (a) clorpirifés, (b) bifentrina, (c) A-cialotrina e (d)
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Figura 12. Superficie de respostas envolvendo os fatores volume de Agua (F1) e o tempo de agitacdo (F3), de um planejamento
fatorial 2° com ponto central (n=2), tendo a concentracdo como resposta. Sendo: (a) clorpirifés, (b) bifentrina, (c) A-cialotrina e (d)
deltametrina.
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Como o objetivo deste trabalho era desenvolver um método que promovesse
0 clean-up da amostra, minimizando a interferéncia da proteina e melhorando a
recuperacao dos analitos, optou-se por avaliar, além dos parametros ja discutidos, o
fator de enriquecimento obtido em cada ensaio.

O fator de enriquecimento (FE) foi calculado segundo a Equacéo 6.

Cc
FE = C_f (Equacéo 6)
A

Sendo:
Ct = concentracao obtida no extrato
Ci = concentracdo em que a amostra foi fortificada

Os resultados obtidos para cada ensaio estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Fator de enriquecimento que cada experimento do planejamento

experimental

E1 E2 E3 E4 ES5 E6 E7 E8 E9 E10

Clor. 266 331 285 174 200 224 285 187 249 2,69
Bif. 206 252 220 130 148 180 220 151 209 213
A-Cial. 1,72 256 203 0,79 203 226 3,33 1,72 247 295
Delt 1,02 183 1,15 062 201 246 383 195 1,62 1,69

E = experimento; E9 e E10 s&do os pontos centrais do planejamento experimental.

O ensaio 7 foi o que apresentou uma melhor eficiéncia para todos os
agrotoxicos estudados, sendo observada melhoria acentuada principalmente nas
respostas dos ultimos compostos a eluir. Neste ensaio foram utilizados 1000 pL de
agua, 500 uL de acetonitrila e tempo de agitacéo de 60 s. Este resultado esta em
concordancia com os apresentados nos Diagramas de Pareto, em que a adicdo de
maior volume de agua e a redugao do volume de acetonitrila maximizam a eficiéncia

da técnica, corroborando assim, com a escolha feita.
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5.3. Método de microextragdo em unica etapa e analise por cromatografia

gasosa

O método otimizado consiste na adigdo de 1000 yL de agua e 500 pL
acetonitrila a 500 pyL de soro sanguineo, seguida de agitacdo em vortex por 1 min a
temperatura ambiente. Em seguida as amostras sdo deixadas em freezer a
aproximadamente -20 °C por cerca de 12 horas. Apds separagdo das fases, o
extrato é recuperado, retirando-se aproximadamente 100 uL, que é colocado direto
em um frasco de andlise (vial) contendo um insert e analisado por cromatografia
gasosa.

O método desenvolvido requer um pequeno volume de solvente extrator e
nao necessita de mais etapas para melhorar o fator de enriquecento. Com isso, ha
uma redugao no risco de contaminacao e perdas de analitos. Trabalhos como os de
FERNANDEZ et al., 2015 e TARAZONA et al., 2013 utilizam volume de amostra
igual ou préximo ao proposto, no entanto requerem uma etapa de clean-up

(precipitacao de proteinas), o que torna o método proposto mais vantajoso.

5.4. Estudo da estabilidade do analito na matriz

Estudos de estabilidade dos analitos na matriz biolégica sédo importantes para
garantir a confiabilidade dos resultados obtidos, pois mudangas nas condigdes
experimentais e/ou uma longa janela de tempo, entre a amostragem e a analise
quimica, podem causar mudangas nha estrutura quimica ou na concentragao dos
compostos em estudo. Além disto, esses estudos permitem gerar informacdes sobre
o tempo de armazenamento da amostra antes da analise sem perda de
confiabilidade nos resultados gerados. Neste trabalho estabilidade da amostra foi
avaliada ao longo de 23 dias.

Amostras de soro fetal bovino fortificadas com os agrotoxicos foram
armazenadas em duas condigbes distintas: freezer a -20 °C e geladeira a
aproximadamente 4 °C. Os resultados obtidos para o comportamento dos analitos

nessas situagoes estdo apresentados na Figura 13.
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Figura 13. Estudo de estabilidade dos analitos. a) Comportamento dos analitos na
amostra armazenada em geladeira e b) Comportamento dos analitos na amostra

armazenada em freezer.

Nos graficos a e b da Figura 13 foi possivel observar que em geral ndo houve
grandes variagcbes de concentracdo neste periodo de tempo, o que demonstra a
estabilidade dos analitos na geladeira e no freezer.

Ao comparar os resultados obtidos na Figura 13 a e b, pode-se notar que ha
uma pequena diferenga entre as concentragdes. Houve uma maior recuperagao nas

amostras conservadas em freezer, possivelmente isso ocorreu devido a precipitacao
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de proteinas presentes nas amostras que ficaram na geladeira (Figura 14). Nessas
condigbes a matriz esta em uma maior temperatura (4 °C) e no estado liquido, o que
possibilita um enfraquecimento das ligagdes de hidrogénio que existem entre as
proteinas e a agua presente na matriz. Com isso, ha a precipitagdo das proteinas e

um arraste dos analitos de interesse.

Figura 14. Fotos de amostras de soro fetal bovino, na temperatura ambiente, no 23°
dia do estudo de estabilidade da matriz. Sendo que o frasco da esquerda foi

armazenado no freezer e o da direita na geladeira.

5.5. Validagcao do método analitico

Para assegurar que o método analitico proposto € adequado para
identificar e quantificar os analitos, pardmetros como seletividade, limite de detecgao
e quantificacao, linearidade, exatidao e precisao foram determinados, seguindo as
recomendacgdes de CASSIANO et al., 2009; RIBANI et al., 2004 e ANVISA (2003).

5.5.1. Seletividade

O estudo deste parametro consiste em aplicar o método em uma matriz isenta
dos analitos de interesse, para avaliar a presenca de interferentes (CASSIANO et
al., 2009). Nas analises instrumentais das amostras feitas em cromatografos a
seletividade deve garantir que no tempo de retengdo do analito, o pico de resposta
seja exclusivamente deste e n&o de interferentes da amostra (PASCHOAL et al.,
2008).

Para o estudo de seletividade, o método proposto foi aplicado em amostras
de soro sanguineo isentas dos analitos de interesse e nestas fortificadas com estes
analitos. Os resultados da Figura 15 mostram os cromatogramas dos extratos
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obtidos para a amostra isenta dos agrotoxicos (Figura 15a) e para a amostra

fortificada com os analitos de interesse (Figura 15b).
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Figura 15. Cromatograma, obtidos através do CG/DEC, de extrato das amostras de
soro bovino fetal a) isenta dos analitos; b) contendo 50 pg L™ de clorpirifés, bifentrina
e A-cialotrina e 100 pg L™ deltametrina: (1) clorpirifds: tg = 4,66 min; (2) bifentrina: tr

= 6,93 min; (3) A-cialotrina: tr = 7,74 min e (4) deltametrina: tg = 10,2 min.

Ao avaliar o cromatograma do extrato isento dos analitos (branco) é
possivel notar a auséncia de picos no mesmo tempo de retencdo que os compostos
em estudo, o que demonstra a seletividade do método. Também € possivel notar a

presenga do pico de um composto, marcado com uma (?) nos cromatogramas, no
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tr= 5,5 min, sendo que este ndo co-elui com os analitos de interesse. Esse pico foi
caracterizado através de espectrometria de massas que gerou informacgdes
estruturais e a possivel massa molar do composto. Este composto de massa molar
igual 330,50 g/mol foi identificado como o glicerol 2-palmitato ou acido hexadecanol,

2-hidroxi-1-(hidroximetil)etil éster (Figura 16).

|
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THW\/\A/\/\/
HO
Figura 16. Estrutura quimica do gicerol 2-palmitato

O método otimizado e validado para soro fetal bovino foi aplicado em
amostras de soro sanguineo humano a fim de avaliar se os compostos dessa matriz
iriam interferir na analise. Nao foi observado nenhum pico nos tempos de retencao
dos compostos de interesse, ndo sendo observado também a presencga do glicerol 2-
palmitato no cromatograma dos extratos de soro sanguineo humano. Assim como
pode ser observado na Figura 17, que mostra os cromatogramas dos extratos
obtidos para a amostra isenta dos agrotoxicos (Figura 17a) e para a amostra

fortificada com os analitos de interesse (Figura 17b).
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Figura 17. Cromatograma de extrato das amostras de soro sanguineo humano a)
isenta dos analitos; b) contendo 100 ug L™ de clorpirifés, bifentrina e A-cialotrina e
200 pg L'deltametrina: (1) clorpirifés: tr = 4,66 min; (2) bifentrina: tg = 6,93 min; (3)

A-cialotrina: tr = 7,74 min e (4) deltametrina: tr = 10,2 min.

Esses cromatogramas foram obtidos para amostras de soro sanguineo
humano, com o objetivo de avaliar a seletividade do método ao aplica-lo em
amostras humanas. E foi possivel notar na Figura 17 que n&o ha de picos no mesmo
tempo de retencao que os analitos, indicando que o método € seletivo nessa matriz
assim como para o soro sanguineo bovino. Nesta figura também foi possivel notar a

auséncia do interferente que o soro bovino fetal (Figura 16).

5.5.2. Linearidade de resposta do método

A capacidade do método em fornecer um resultado diretamente proporcional
a concentracido do analito corresponde a linearidade. Esse paradmetro esta restrito a
uma faixa de concentragcao e pode ser expresso por uma equagao de reta (curva
analitica), onde o coeficiente de correlagdo estima a sua qualidade. (RIBANI et al,
2004). Quanto mais proximo de 1,00 for o valor do coeficiente de correlagdo, menor
sera a dispersdo dos dados experimentais e a incerteza dos coeficientes de

regressao estimados. A ANVISA (2003) estabelece que um valor de coeficiente de
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correlagdo maior ou igual a 0,99 é aceitavel para uma curva analitica com no minimo
5 pontos.

O método, ELL-PBT-DCE otimizado foi aplicado em amostras de soro
sanguineo fortificadas nas concentragdes 20, 35, 50, 75 e 100 ug L para clorpirifos,
bifentrina e A-cialotrina e de 40, 70, 100, 150 e 200 ug L™ para a deltametrina. A
partir dos dados obtidos foram construidas curvas analiticas para cada um dos
compostos e a linearidade destes avaliadas pelo método dos minimos quadrados. O
coeficiente de determinacao (R?) e a equagdes das curvas analiticas, obtidos para

cada composto estdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18. Curvas analiticas preparadas a partir de extratos de amostras de soro fetal bovino fortificadas com padréo dos analitos,

em uma faixa de concentragdo de 20 a 100 pg L™ para clorpirifés, bifentrina e A-cialotrina e de 40 a 200 pg L™ para a deltametrina,

submetidas a ELL-PBT. O extrato foi analisado por CG/DCE. Sendo: (a) clorpirifés, (b) bifentrina, (c) A-cialotrina e (d) deltametrina.
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As equacdes da reta e os coeficientes de determinacao (R2) podem ser vistos

na Tabela 7.

Tabela 7. Equacgdes da reta e coeficientes de determinacgéo do clorpirifés, bifentrina,

A-cialotrina e deltametrina

Coeficiente de

Agrotéxico Equacao Linear determinacéo (R2)
Clorpirifés y = 2005,6x + 15965 0,990
Bifentrina y = 589,3x + 5922,2 0,993

A-cialotrina y =1413,9x - 73451 0,990

Deltametrina y = 1104,2x - 26063 0,990

Com esses resultados é possivel afirmar que a curvas analiticas obtidas pela
superposi¢cao de matriz, mostraram-se lineares nessa faixa de concentracio, pois o
R? foi maior que 0,98 conforme recomendacdes da ANVISA (2003). Além disso,
foram avaliados os graficos de residuos obtidos a partir dos valores calculados pela
curva analitica de cada agrotdéxico (Figura 19). Os graficos de residuos dos
agrotoxicos concentram-se em torno do zero e o0s pontos se distribuem
aleatoriamente. Como ndo demostram um padrao de distribuicido pode-se dizer que
a variancia é constante e que a relagdo é linear. Isso indica que o modelo de

regressao escolhido se ajustou adequadamente aos dados.
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Figura 19. Gréficos de residuos para as curvas analiticas das amostras de soro sanguineo, em uma faixa de concentragao de 20 a

100 pg L™ para clorpirifés, bifentrina e A-cialotrina e de 40 a 200 ug L™ para a deltametrina, e analisados por CG/DCE. Sendo: (a)

clorpirifés, (b) bifentrina, (c) A-cialotrina e (d) deltametrina.
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5.5.3. Limite de deteccao e limite de quantificagao

O limite de detecgdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) sdo definidos,
respectivamente, como a menor quantidade do analito que pode ser detectada e a
menor concentragdo da substancia que pode ser quantificada com preciséo
adequada (CASSIANO et al., 2009; THOMPSON et al., 2002).

Conforme foi descrito no item 4.7.3, os limites de detecgao (LD) e
quantificacéo (LQ) para cada um dos agrotéxicos foram determinados utilizando as
equacgdes 2 e 3, que consistem em multiplos da raz&do entre o coeficiente angular da
curva analitica de cada analito e o desvio da area do branco em seus respectivos
tempo de retencdo. Os valores de LD e LQ obtidos para cada um dos agrotoxicos

estudados sao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) do método para o

clorpirifds, bifentrina, A-cialotrina e deltametrina

LD LQ
Agrotoxico 1 ;
lpug L lug L’
Clorpirifés 2,57 8,58
Bifentrina 3,73 12,4
A-cialotrina 5,10 17,0
Deltametrina 3,26 10,9

Os valores de LD e LQ obtidos para os analitos com o auxilio de um CG/DCE
variaram de 2,57 a 5,10 ug L™ e 8,58 a 17,0 ug L™, respectivamente. Nota-se que
estes valores estdo abaixo da CL50 (0,06 — 1,01 mg L"), que mede a intoxicagao por
inalacdo dos analitos (Tabela 3). Isso indica que o método proposto para
determinacao de residuos de agrotoxicos em soro sanguineo mostra-se apto para

avaliar esse tipo de contaminacao.
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5.5.4. Exatidao

A exatidao mede a concordéancia dos dados obtidos pelo método em estudo
em relagao ao valor de referéncia, dito verdadeiro, que deve ser obtido por uma
medicao perfeita (RIBANI et al., 2004).

A exatiddo do método ELL/PBT-CG/DCE proposto neste trabalho foi feita
através de ensaios de recuperagcdo que seguiu as recomendacobes feitas pela
ANVISA (2003). Os ensaios foram feitos em ftriplicata em trés concentragdes
distintas. Sendo que as concentragdes nas amostras de soro sanguineo foram iguais
a: 20; 50 e 100 pg L' de clorpirifés, bifentrina e A-cialotrina e 40; 100 e 200 Mg L' de
deltametrina.

A porcentagem de recuperacao (%R) e o coeficiente de variagao (CV) obtido
para extragdo de cada analito presentes nas amostras de soro sanguineo estao

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Porcentagens de recuperagao (%R) e coeficientes de variagao (CV)

obtidos pela analise de amostras de soro fetal bovino fortificada em trés niveis de

concentracao
Concentragao
Analitos Nominal cv %R
/ug L™
20 3,32 115
Clorpirifés 50 12,9 85,5
100 11,0 78,7
20 6,93 108
Bifentrina 50 13,6 83,2
100 8,03 77,4
20 6,02 99,9
A-cialotrina 50 17,5 100
100 5,76 75,3
40 8,42 108
Deltametrina 100 2,98 107
200 14,0 81,6
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Os resultados obtidos para a maioria dos experimentos de extragdo possuem
uma recuperacéo entre (70-120%) dentro da faixa aceitavel pela ANVISA (2003). O
que demonstra que o método otimizado mostra-se capaz de obter resultados com

boa concordancia.

5.5.5. Precisao

A precisdao mede o grau de dispersao entre os dados obtidos ao aplicar o
meétodo otimizado, em uma mesma amostra, diversas vezes. Para o Imetro (2010) o
experimento deve ser feito com 7 replicatas de um mesmo ponto, ja para a Anvisa
(2003) sao triplicatas de trés diferentes concentragbes . Esse parametro pode ser
expresso através do desvio padrao (DV) ou coeficiente de variagao (CV), também
conhecido como desvio padrao relativo (RSD) (RIBANI et al., 2004; THOMPSOM et
al., 2002).

5.5.5.1. Repetitividade
A repetitividade mede a dispersdo dos resultados obtidos pelo método
otimizado em um curto intervalo de tempo, por isso, ela também é conhecida como

precisao intra-dia (CASSIANO et al., 2009; RIBANI et al., 2004). Os resultados

obtidos estao apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10. Porcentagens de recuperacado (%R) e coeficientes de variagdo (CV)
obtida, para amostras de soro fetal bovino fortificadas em trés niveis de

concentracido. Sendos estes ensaios intra-dia

Concentragcao

Analitos Nomial / g L™ cv %R
20 19,8 101

Clorpirifés 50 8,97 98,8
100 3,00 86,2

20 15,0 103

Bifentrina 50 7,56 97,1
100 3,50 84,0

20 11,5 99,2

A-cialotrina 50 7,92 101
100 4,36 89,5

40 14,6 90,2

Deltametrina 100 12,5 110
200 6,36 92,1

Os resultados obtidos mostram uma boa repetitividade dos dados, pois como
as amostras sdo complexas sdo aceitaveis coeficientes de variagdo de até 20%
(RIBANI et al., 2004).

5.5.5.2. Precisao intermediaria

A precisdo intermediaria avalia a repetibilidade inter-dia dos resultados
quando as analises sao feitas usando o mesmo método analitico no mesmo
laboratério, também podendo ser feita por diferentes analistas e/ou em diferentes
equipamentos (CASSIANO et al., 2009).

A estimativa dessa preciséo foi feita por meio da porcentagem de seus
respectivos coeficientes de variagdo (CV) e os experimentos foram feitos como

descrito no item 4.7.5.2. Os resultados estdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Porcentagens de recuperacdo (%R) e coeficientes de variagao (CV)
obtida, para amostras de soro fetal bovino fortificadas em trés niveis de

concentracdo. Sendos estes ensaios intra-dia obtidos apds analise em dias

diferentes
Precisao Intermediaria (n=3)

Analitos Concentracéo

Nomial % CV %R
[ g L™

20 12,1 107
Clorpirifés 50 11,0 94,4
100 11,8 77,1
20 11,0 96,6
Bifentrina 50 16,9 94,0
100 10,1 75,3
20 12,0 93,6
A-cialotrina 50 14,5 110
100 7,30 74,1
40 14,8 94,9
Deltametrina 100 19,4 109
200 14,4 84,1

Os resultados obtidos mostram uma boa precisao inter-dia dos dados, pois
como as amostras sdo complexas sao aceitaveis coeficientes de variacdo de até
20% e a recuperagao estava entre 70-120% (RIBANI et al., 2004).

5.6. Analise por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa
(CG/EM)

Apesar do CG/DCE fornecer dados com alto grau de confianca, para evitar
falso positivo e garantir que os resultados encontrados para o soro sanguineo
humano fossem confiaveis, as amostras também foram analisadas por CG/EM.

Inicialmente uma solugao padrdo contendo clorpirifés, bifentrina e A-cialotrina
a 500 pg L e deltametrina a 1000 pg L™ foram analisadas por CG/EM, visando

determinar o tempo de reteng¢ao dos analitos e obter seus espectros de massa.
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Foi obtido um cromatograma no modo SCAN ou TIC (total ion chromatogram -

cromatograma de ions totais — Figura 20) e o tempo de retencdo para cada

composto (Tabela 12). Observam-se alguns interferentes no cromatograma, cujos

picos sao atribuidos, a compostos presentes em plasticos provavelmente devido ao

contato do solvente extrator com ponteiras e as tampas de vials.

Com auxilio da biblioteca (NIST) do CG/EM foi possivel identificar através do

espectro de massas, os agrotoxicos estudados. Como foi empregada uma coluna

contendo fase estacionaria similar a empregada no CG/DCE, ndo houve mudanga

na ordem de eluicdo dos compostos, somente em alguns tempos de retengcdo. Os

picos obtidos sdo simétricos apresentando boa resolugéo.
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Figura 20. Cromatograma obtido por CG/EM de uma solugdo padrao de clorpirifos,

I
&0

bifentrina e A-cialotrina a 500 pg L e deltametrina a 1000 pg L™ em acetonitrila.
Sendo: (a) analise no modo TIC. Em que (1) tr = 5,02 min: clorpirifos; (2) tr = 6,62
min: bifentrina; (3) tr = 7,20 min: A-cialotrina; (4) tr = 10,3 min: deltametrina (b)
Espectros de massas dos agrotoxicos. Sendo: (b1) clorpirifos, (b2) bifentrina, (b3) A-

cialotrina e (b4) deltametrina.

Tabela 12. Tempo de retengcdo dos agrotoxicos nas condigbes cromatograficas do
CG/EM

“Ordem de Eluigio Agrotéxico  t/min
1 Clorpirifés 5,02
2 Bifentrina 6,62
3 A-cialotrina 7,20
4 Deltametrina 10,3

A partir do espectro de massas de cada composto foram selecionados os
seguintes ions de razdo m/z: 97, 197 e 199 para o clorpirifés, 165,166 e 181 para a
bifentrina e 181,197 e 208 para a A-cialotrina e deltametrina para obtengdo do
cromatograma no modo SIM (selected ions monitoring - monitoramento de ions
selecionados). Foi estabelecida uma janela de tempo com 20 s antes e 20 s depois

do tempo de retengédo dos compostos (Figura 21).
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Figura 21. Cromatogramas obtido por CG/EM no modo SIM de uma solugéo padrao
com 500 ug L™ de clorpirifds, bifentrina e A-cialotrina e 1000 pug L™ deltametrina em
acetonitrila. Em que (1) tg = 5,02 min: clorpirifés; (2) tr = 6,62 min: bifentrina; (3) tr =

7,20 min: A-cialotrina; (4) tr = 10,3 min: deltametrina.

O modo SIM, por fornecer um cromatograma mais limpo foi empregado para
as analises quantitativas para determinar a concentracéo dos agrotdxicos estudados

nas amostras de soro sanguineo humano.
5.6.1. Comparacao entre o soro fetal bovino e soro sanguine humano

O CG/MS também foi empregado para comparar as amostras de soro bovino
e humano. Extratos dessas amostras foram injetados e a composigdo dessas
avaliadas pelos seus cromatogramas. As amostras de soro fetal bovino e soro
sanguineo humano foram submetidas ao método de extragao (ELL/PBT) otimizado e
validado.

Este estudo foi necessario, uma vez que o método proposto foi otimizado e
validado com amostras de soro bovino fetal, sendo necessario, portanto, avaliar se
poderia ser empregado em amostras de soro humano. Para isso, os cromatogramas
dos brancos e das amostras fortificadas foram comparados. Essa analise foi feita por
CG/DCE (Figuras 15 e 17) e por CG/EM, no modo SIM e TIC (Figuras 22 e 23).

Assim como na Figura 15 nas Figuras 22a e 22b, no modo TIC, observa-se
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um pico no tg igual a 5,58 e 6,74 min, respectivamente. Como comentado
anteriormente este pico foi identificado como glicerol 2-palmitato, que €& um
composto caracteristico do soro bovino e por isso esta ausente nas amostras de
soro sanguineo humano, como pode ser observado nas Figuras 23a e 23b. No
entanto, essa mesma substédncia n&o pode ser observada nos cromatogramas
obtidos no modo SIM, independente da origem do soro sanguineo. Esse
monitoramento de ions torna a técnica de analise mais seletiva, o que causa a
reducgao do sinal dos demais compostos.

Ja na analise das amostras de soro humano feitas pelo CG/DCE (Figura 17)
foi possivel observar um pico logo apés o do solvente extrator (acetonitrila), o
primeiro a eluir. Em fungcdo do tempo de corte (3 min) da corrida necessario nas
analises por CG/EM, este pico ndo pode ser identificado. Cabe ressaltar que este

pico ndo estava presente nas amostras de soro bovino.
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Figura 22. Cromatogramas obtidos no CG/EM para amostras de soro bovino fetal.
Sendo: (a) amostra isenta de agrotoxicos no modo TIC, (b) amostra fortificada com
100 pg L™ de clorpirifés, bifentrina e A-cialotrina e 200 pg L™ deltametrina no modo
TIC e (c) amostra fortificada com 100 pg L™ de clorpirifés, bifentrina e A-cialotrina e

200 pg L™ deltametrina no modo SIM.
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Figura 23. Cromatogramas do CG/ME para amostras de soro humano. Sendo: (a)
amostra isenta de agrotéxicos no modo TIC, (b) amostra fortificada com 100 pg L™
de clorpirifés, bifentrina e A-cialotrina e 200 pg L™ deltametrina no modo TIC e (d)
amostra fortificada com 100 ug L™ de clorpirifés, bifentrina e A-cialotrina e 200 ug L

deltametrina no modo SIM.
58



Um ponto em comum entre as duas amostras é a presenga de um pico que
elui aproximadamente em 10,8 min. Segundo a biblioteca do CG/EM, esse sinal
corresponde a molécula de colesterol (Figura 24). Essa molécula imprescindivel no
organismo de muitos seres vivos, desde sua formagéao fetal até o fim da vida. Ela é

precursora de hormonios esterdides e de acidos biliares (NELSON e COX, 2009).

HaC
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Figura 24. Estrutura quimica do Colesterol

Apesar de possuir em sua estrutura uma dupla ligagdo conjugada com um
grupo cetona, a molécula de colesterol ndo pode ser observada no CG/DCE. Esse
fato pode ser explicado pela insensibilidade do detector a presenca do grupo cetona,
hidrocarbonetos e alcoois (COLLINS et al., 2006).

Com esse estudo foi possivel verificar que as diferencas na composicdo do
soro sanguineo das duas espécies nao afetaram a analise dos compostos de
interesse. E que mesmo sendo otimizado e validado para amostras de soro
saguineo humano o método mostrou-se capaz de identificar e quantificar os analitos.
Além disso, independente da técnica instrumental de analise foi possivel obter
cromatogramas com boa resolugdo e picos simétricos. Sendo assim, acredita-se que
0 uso desse método em amostras humanas nao trara grandes prejuizos, tornando

essa uma boa aproximagao.
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5.6.2. Amostras de soro sanguineo de agricultores da regiao de Coimbra

O método otimizado e validado foi empregado para avaliar a presenga dos
agrotoxicos estudados em amostras de soro sanguineo humano. Os extratos foram
analisados tanto por CG/DCE como por CG/EM. Os resultados estdo apresentados

na tabela 13.
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Tabela 13. Concentragdes dos analitos em amostras de soro sanguineo humano, determinadas por CG/DCE

Controle Voluntarios
1 2 18 20 21 22 23 24 25 26
Concentragédo / ug L™
Clorpirifés ND ND ND ND ND 261,4 ND ND <LQ 114
Bifentrina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
A-cialotrina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Deltametrina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

ND — ndo detectado

LQ - limite de quantificagao

Controle — Voluntario sem contato direto com agrotéxicos.
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Os resultados da Tabela 13 foram obtidos com o auxilio do CG/DCE. Esses

dados indicam a presenga de um pico de tr igual ao do clorpirifés em trés amostras

(22, 25 e 26), sendo que em uma delas (25) a concentragao esta abaixo do limite de

quantificacdo. Para confirmar estes resultados os extratos foram analisados por

CG/EM, no

modo Split.

Os cromatogramas das amostras 22 e 26 estdo apresentados nas Figuras 25

e 26. Sendo apresentados na Figura 25 os cromatogramas obtidos pelo CG/DCE e

na Figura 2
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Figura 25. Cromatograma do CG/DCE das amostras de soro humano. Sendo: (a)

amostra 22

e (b) amostra 26.
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A analise da amostra 22 por CG/EM no modo TIC (Figura 26a) constatou a
presenca de um pico em 5,02 min, o qual foi identificado como fenobarbital com
mais de 90% de probabilidade de ser este o analito. Este pico ndo foi detectado no
cromatograma obtido no modo SIM (Figura 26b), devido a auséncia dos ions de
razdes massa/carga selecionados para identificar o clorpirifés. Fenobarbital (Figura
27) € um medicamento muito usado para controle epilepsia, podendo ser usado
também no tratamento de insbnia, sedagao pré-operatoria e contra emergéncias
convulsivas (SILVA e HARTMANN, 2006).

OsN._O
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O

Figura 27. Estrutura quimica do 5-Etil-5-fenil-2,4,6(1H,3H,5H)-pirimidinatrional
(fenobarbital).

Comparando as moléculas da Figura 1 e 27 foi possivel notar que nao ha
semelhanga entre as estruturas, ja que elas nao apresentam grupos funcionais
semelhantes. Além disso, ao avaliar a diferenca entre a massa molar do fenobarbital
(232,24 g mol™") e do clorpirifés (350,89 g mol™), esperava-se que ndo houvesse co-
eluicdo. E provavel que a co-eluicdo tenha ocorrido devido a programacido de
temperatura usada na analise cromatografica, que ndo forneceu uma boa separacao
para esse dois compostos. Um conhecimento prévio do uso de medicamentos pelos
voluntarios permitiria otimizar melhor as condigbes cromatograficas visando a
separagao desses dois compostos.

O cromatograma da amostra 26 obtido por CG/DCE apresentou um pequeno
pico em 5,02 min, correspondente ao tr do clorpirifés. No entanto nas analises por
CG/EM,no modo TIC, este pico nao foi detectado, conforme pode ser observado no
cromatograma da Figura 22c. Ja um pico de tg igual a 5,02 min foi detecado no
modo SIM (Figura 22d), indicando que provavelmente este corresponde ao

clorpirifés.
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O CG/EM permitiu confirmar os resultados obtidos por CG/DCE, permitindo
avaliar os que eram falso positivo, bem como confirmar a presenga de um dos
compostos estudados. Por isso, o uso de um equipamento capaz de determinar a
concentragcdo do analito e confirmar sua presenga € recomendado (BRODIN et al.,
2015). No entanto, é importante ressaltar que o detector por captura de elétrons
pode ser empregado com sucesso para esse tipo de analise, pois com as
informagcdes adequadas é possivel desenvolver uma programagao que evite a
sobreposi¢cao de sinais. Sendo assim, nota-se que a aquisicdo de informagdes (do
histérico) da amostra antes de desenvolver um método analitico é importante, e que

isso pode evitar erros no processo de analise das amostras.
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6. CONCLUSOES

A técnica de extracao liquido-liquido com particdo em baixa temperatura foi
otimizada e validada para a determinacao de clorpirifés, bifentrina, A-cialotrina, e
deltametrina em soro fetal bovino por cromatografia gasosa com detector por
captura de elétrons (CG/DCE). Sendo empregado um cromatografo a gas acoplado
a um espectrémetro de massas para confirmacgao de resultados quando necessario.
O método pode ser considerado viavel para analise dos analitos em amostras de
soro sanguineo, por ser simples, eficaz e com baixo consumo de solvente. Além
disso, a extragao ocorre em uma etapa unica.

Pelas analises dos extratos de soro fetal bovino e soro sanguineo humano,
constatou-se que o método proposto poderia ser empregado para identificar e
quantificar os analitos de interesse em sangue humano, mesmo havendo diferencas
na composicao desses.

Para garantir a confiabilidade dos resultados foi feito um estudo de
estabilidade do analito na matriz, ndo sendo observada grande variagdo na
concentracado dos analitos, quando as amostras foram armazenadas por 23 dias no
freezer e na geladeira. No entanto, as amostras foram mehor preservadas quando
armazenadas no freezer, uma vez que nao houve a precipitacdo das proteinas do
SOro sanguineo.

O método otimizado e validado foi aplicado em amostras de soro sanguineo
de trabalhores rurais da regiao de Coimbra. A maioria das amostras ndo apresentou
residuos de clorpirifds, bifentrina, A-cialotrina, e deltametrina. No entanto, em uma
das amostras constatou-se a presenca de clorpirifés na concentragao de 11,4 ug L.
Em outra amostra observou-se a presenca de um pico no mesmo tempo de retengao
do clorpirifés, entretanto, este foi identificado por CG/EM como sendo um
medicamento contra epilepsia (fenobarbital).

Em funcdo dos resultados obtidos, pode-se concluir que o método
desenvolvido é capaz de identificar e quantificar a presenca de residuos de
clorpirifés, bifentrina, A-cialotrina, e deltametrina em soro sanguineo. No entanto,
reforca-se a importancia de se conhecer o histérico das amostras em estudo, para
permitir um melhor desempenho da técnica, bem como o emprego de técnicas que

permitam a confirmacao da presencga do analito de interesse.
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