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Resumo

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método para determinar residuos de
agrotoxicos em soro sanguineo por cromatografia gasosa. O método de extracdo
liquido-liquido com particdo em baixa temperatura (ELL/PBT) e analise por
cromatografia gasosa (CG/DCE) foi otimizado utilizando-se de um planejamento
fatorial completo 2° com ponto central (n=2) e validado. Os fatores otimizados para 500
uL de soro sanguineo foram o volume de agua adicionado, 0 volume de solvente
extrator e 0 tempo de agitacdo. O método foi validado para as principais figuras de
mérito apresentando resultados satisfatorios como por exemplo: LQ entre 8 e 17 pg L™
e % de recuperacdo entre 94 e 110% para 0s agrotoxicos clorpirifés, bifentrina, A-

cialotrina e deltametrina.
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Introducéo:

A contaminagdo humana ocorre em diferentes niveis, mas os trabalhadores rurais sdo 0s mais
vulneraveis a intoxicagdo, pois possuem um contato direto com agrotéxicos (LONDRES et al,
2011). O contato com os agrotoxicos pode causar graves problemas a saiude humana, pois

eles atuam em processos vitais e podem ter agdo venenosa sobre o organismo humano. Os
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agrotoxicos podem causar efeitos agudos (convulsdes e morte) e cronicos (infertilidade e
cancer) (PERES et al, 2003 e LONDRES et al, n2011).

Cientes desta problematica, estudos estdo sendo desenvolvidos com o intuito de determinar
substancias exogenas - como drogas e agrotoxicos, em tecidos e fluidos biolégicos (BRODIN
et al, 2015). As amostras mais utilizadas para determinar residuos de agrotoxicos em humanos
sd80 o sangue e a urina (QUEIROZ et al, 2001). O sangue fornece uma boa correlacdo entre a
concentracao do analito e seus efeitos clinicos. No entanto, possui uma curta janela de analise,
a amostragem é invasiva e a amostra coletada é pequena. (BRODIN et al, 2015). Sendo assim,
€ importante desenvolver métodos de preparo de amostra que utilizem pequena quantidade da
matriz para determinar de forma segura a presenca dos compostos de interesse. Estes
métodos devem remover substancias que interfiram no sinal do analito ou que ndo sejam
compativeis com a técnica de analise, como por exemplo, proteinas, que ndo sdo 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
ELL/PBT. Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um método

para determinar residuos de agrotéxicos de soro sanguineo mesmo em pequenas quantidades.

Material e Métodos:

O metodo extracdo liquido-liquido com particdo em baixa temperatura e analise por
cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons (ELL/PBT-CG/DCE)
otimizado, consistiu em adicionar a 500 ul de amostras de soro fetal bovino,
fortificadas com 50 pg L™ de clorpirifés (CLOR), bifentrina (BIF) e A-cialotrina (-
CIA) e 17,7 pg L™ de deltametrina (DELT), 1000 pL de 4gua e 500 uL de acetonitrila
(ACN). Posteriormente a mistura foi agitada em voértex por 1 min a temperatura
ambiente e resfriada em freezer a -20 °C + 2 °C, por aproximadamente 12 h. Apos a
separacdo das fases pelo congelamento da fase aquosa (soro + agua + proteinas)
aproximadamente 100 uL do sobrenadante foram recolhidos e analisados por CG/DCE.
Para otimizag&do deste método, as variaveis volume de agua (700 e 1000 uL), volume do
solvente extrator (500 ¢ 700 pL) e tempo de agitagdo (20 e 60 s) foram avaliadas
empregando um planejamento fatorial completo 2% com ponto central (n=2), envolvendo
10 ensaios. As concentracdes obtidas nas analises cromatograficas foram utilizadas
como respostas para gerar os graficos de Pareto dos efeitos e interacdes. O fator de
enriquecimento também foi utilizado para selecionar os fatores mais eficientes no
processo de extragéo.

O método ELL/PBT-CG/DCE otimizado para determinacdo de residuos de

agrotoxicos em soro sanguineo foi validado para as principais figuras de mérito



(ANVISA, 2003). Para a etapa de validacdo as amostras foram fortificadas com 50 pg
L de clorpirifés, bifentrina e A-cialotrina e 100 pg L™ de deltametrina. Foram avaliados
0s parametros seletividade, linearidade, limite de deteccdo e limite de quantificacdo,
exatidao (ensaios de recuperacdo), precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria).

Resultados e Discussao:

A concentracdo dos agrotdxicos no extrato de cada ensaio foi empregada para gerar 0s
graficos de Pareto dos efeitos e interacBes da adicdo de agua (F1), do volume de
solvente extrator (F2) e do tempo de agitacdo (F3), na extracdo dos agrotdxicos em soro
sanguineo (Figura 1).
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Figura 1. Grafico de Pareto dos efeitos, sendo: (a) CLOR, (b) BIF, (¢) A-CIA e (d)
DELT.

Nota-se que aumentar o volume de dgua e diminuir o volume de acetonitrila melhora a
eficiéncia de extracdo de CLOR, BIF e A-CIA. Provavelmente isso ocorre devido a
interferéncia de proteinas, que tendem a precipitar quando o volume de solvente
organico ¢ maior do que o volume de agua. As demais variaveis e interacdes nao
permitiram estabelecer a melhor condicdo para extrair simultaneamente os agrotdxicos.
Em funcéo disto o fator de enriquecimento (FE) foi empregado para selecionar o melhor
ensaio. O melhor FE foi obtido para o ensaio em que maior volume de H,O (1000 pL),
menor volume de ACN (500 pL) e maior tempo de agitacdo (60 s) foram empregados
(FE = 2,85 CLOR; 2,20 BIF; 3,33 A-CIA e 3,83 DELT).



O método otimizado foi validado avaliando-se a seletividade, linearidade, limites de
deteccdo e de quantificacdo, exatiddo e precisdo (repetitividade e precisdo
intermediaria) (Tabela 1).

Tabela 1. Valores dos parametros de validagdo da microextracdo liquido-liquido com

particdo em baixa temperatura

Faixa de . LQ Repetitividade Precisao Intermediaria
. 3 Concentracao §
Agrotéxico R* /pg L1 /ngL
CcV %R CV %R
Clorpirifés 0,990 20-100 8,58 8,97 98.8 8 A
Bifentrina 0,993 20-100 12.4 7.56 97.1 16.9 2l
A-cialotrina 0,990 20-100 17.0 7.92 101 4 e
Deltametrina 0,990  40-200 10.9 12.5 110 194 L

R?= coeficiente de determinagdo; LQ= limite de quantificacio; % R= % de recuperaco
relativa & conc. de 50 pg L™ de CLOR, BIF e A-CIA e 100 pg L™ de DELT; CV =
coeficiente de variacéo.

As linearidades das curvas obtidas pelo método de superposicdo de matriz
apresentaram R? > 0,98 na faixa de concentragdo estudada. Assim como sugerido pelos

principais guias de validacéo a recuperacdes estdo proximas a 100% e o CV < 20%.

Conclusoes:

A técnica de extracdo liquido-liquido com particdo em baixa temperatura foi
otimizada e validada para a determinacdo de clorpirifos, bifentrina, A-cialotrina e
deltamentrina em soro fetal bovino por cromatografia gasosa com detector por captura
de elétrons (CG/DCE). O método pode ser considerado viavel para analise dos analitos
em amostras de soro sanguineo, por ser simples e eficaz, e, com baixo consumo de

solvente. Além disso, a extracdo e clean up ocorrem em uma etapa Unica.
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