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RESUMO

Titulo: "Desenvolvimento de Métodos de Extracdo, Separagéo e Quantificacdo
de Herbicidas em Fluido Biolégico".

Autor: Joseane Montagner Pozzebon

Orientadora: Profa. Dra. Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

Neste trabalho foram desenvolvidas metodologias baseadas em extracio,
pré-concentragdo e separagdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), visando a determinagio, em urina, de alguns herbicidas aplicados na
cultura da cana-de-aglicar, 2,4-D, atrazina, simazina, ametrina, diuron, linuron e
alguns de seus metabdlitos. Para o herbicida 2,4-D foram comparadas as técnicas
de extragdo liquido-liquido (ELL) convencional e a temperatura sub-zero (ELL-
TSZ). Os herbicidas pertencentes a classe das triazinas, atrazina, simazina e
ametrina, foram extraidos através de ELL e extragcido em fase sélida (EFS), e
separadas por CLAE com detecgéio UV-Vis e por espectrometria de massas (EM).
As uréias substituidas, diuron e linuron, foram extraidas por EFS utilizando o
sorvente C-18 comercial e preparado no Laboratério de Cromatografia Liquida de
Aita Eficiéncia do 1Q-Unicamp (LabCrom) através de imobilizag&o térmica de
poliimetiloctadecilsiloxano) (PMODS) sobre silica. A separacgéo dos herbicidas foi
conseguida por CLAE, utilizando colunas C-18 comercial e recheada no LabCrom,
com fase estacionaria, poli(metiloctilsiloxano) (PMOS), sobre silica, imobilizada
por microondas.

As metodologias desenvolvidas, foram devidamente validadas através das
seguintes figuras de mérito: curvas analiticas, linearidade, recuperagao,
detectabilidade (limite de detecgio e limite de quantificagdo), precisao
(repetibilidade e intermediaria), estabilidade e robustez.

Os métodos desenvolvidos e validados foram aplicados, com sucesso, na
anallse de urinas de agricultores de plantio de cana-de-agticar. Nao foram
observados niveis detectaveis dos herbicidas estudados nas amostras analisadas.
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ABSTRACT

Title: "Development of Methods of Extraction, Separation and Quantification of
Herbicides in a Biological Fluid".

Author: Joseane Montagner Pozzebon

Supervisor: Profa. Dra. Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

In this work methods of extraction, pre-concentration and separation by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) for the determination in urine of
some herbicides applied in the production of sugar cane were developed. The
herbicides were: 2.4-D, atrazine, simazine, ametrine, diuron, linuron and their
metabolites. For 2,4-D, the techniques of conventional liquid-liquid extraction (LLE)
and sub-zero temperature extraction (LLE-SZT) were compared. Herbicides
belonging to the class of triazines, atrazine, simazine and ametrine, were extracted
by LLE and by solid phase extraction (SPE), and separated by HPLC using
detection with UV-Vis and mass spectrometry (MS). The substituted ureas, diuron
and linuron, were extracted by SPE using comercial C-18 sorvent and sorvent
prepared by. LabCrom using the thermal immobilization of
poly(methyloctadecylsiloxane) (PMODS) onto silica. The separation of these
herbicides was by HPLC, utilizing a comercial C-18 column or one packed by
LabCrom with poly(methyoctyisiloxane) (PMOS) stationary phase, immobilized by
microwaves.

The methodologies were validated through the following figures of merit:
analytical curve, linearity, recovery, detectability (detection limit and quantification
limit), precision (repeatability and intermediate), stability and robustness.

The methods developed were applied, with success, for the analysis of
urine of workers from worked in sugar cane production plantations. None of the
herbicides studied in this project were detected in these urine samples.
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ABREVIATURAS
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Pressao Atmosférica)

API: Atmospheric-Pressure lonization (lonizagéo a Pressao Atmosférica)
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SIM: Selective lon Monitoring (Monitoramento por lon Seletivo)

SRM: Selected Reaction Monitoring (Monitoramento de Reagdes Seletivas)
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GLOSSARIO DOS PRINCIPAIS TERMOS

Absorgéo: introdugsio da substancia na corrente sangiinea através de diferentes |

 vias (respiratéria, oral, cuténea, subcuténea, inframuscular, etc). |

Agente Téxico ou Toxicante: qualquer agente quimico que provoca efeitos
considerados nocivos ao interagir com um organismo vivo.

Agrotéxico: ¢é dado pela legislaggo federal (Lei n.2 7.802/89) para os agentes de
processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso em setores de
produgéo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas nativas, outros ecossistemas e
ambientes urbanos, hidricos e industriais, com a finalidade de alterar a
composigéo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da agéio danosa de
seres vivos considerados nocivos.

Amostra Aleatoria: amostra coletada em qualquer horério.

Aplicagio Dorsal: o reservatério contendo a soluggo de pesticida-s é fixado nas
costas e a aplicacéo é feita com as maos.

Avaliag@o do Risco: processo compreendido pelas etapas de identificagéo do
perigo, -avaliagho da dose-resposta, avaliagdo da exposicdo e a
caracteriza¢do do risco.

Avaliagdo Toxicolégica: avaliagao através dos conceitos toxicolégicos.

Carcinogénesef processo anormal, néo controlado, de diferenciagio e
proliferag&o celular, inicialmente localizado, mas que pode ser disseminado
pelo organismo provocando a sua morte.

Dose: quantidade de substincia teste administrada. E expressa como massa da
substéncia, por unidade de massa do animal (mg kg™ massa viva) ou como
massa da substincia teste pela massa do alimento ou &gua (mg kg™’
alimento ou mg L™ agua).

Dose Letal 50: quantidade necess4ria, em miligramas por quilo de massa

- corporea, para provocar a morte de 50% de um lote de animais submetidos
a experimentos.
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Ecotoxicolégico: ciéncia que estuda o efeito de agentes toxicos ao
ecossistema.

Exposigdo: termo qualitativo ou quantitativo que define o contato da substancia
com a superficie externa ou intema do organismo.

Exposi¢io Assintomatica: exposigio a agentes tdxicos sem manifestacéo de
sintomas.

Intoxicagao: processo patolégico causado por substincias endogenas ou
exégenas e caracterizado por distarbio fisiologico, em consequéncia das
alteragoes bioquimicas no organismo. Esse processo é evidenciado por
sinais e sintomas ou mediante dados laboratoriais.

Modo Sistdmico: agdo que ocorre distante do local de absor¢édo ap6s ser
absorvido.

Monitorizagdo: atividade sistematica, continua ou repetitiva, relacionada a salde
e desenvolvida para implantar medidas corretivas sempre que se fagam
necessarias.

Monitorizagio Ambiental: medida e avaliagdo de agentes no ambiente para
estimar a exposigdo ambiental e o risco & saude por comparagédo dos
resultados com referéncias apropriadas.

Monitorizagio Biolégica: medida e avaliagio de agentes quimicos ou de seus
produtos de biotransformagio em tecidos, secre¢des, ar exalado ou alguma
combinacéo destes.

Mutagénese: alteragdes qualitativas ou quantitativas nas bases do DNA ou pela
quebra ou perda da estabilidade cromossémica.

Risco Toxicolégico: probabilidade de que uma substancia produza um efeito
t6xico em um sistema biolégico, submetido a determinadas condicdes de
exposicao.

Substincia Endégena: substincias essenciais produzidas no proprio organismo.

Substincia Exoégena: substdncias quimicas n&o produzidas no préprio
organismo.

Teratogénese: alteragéo no desenvolvimento embrio-fetal, motivada por agentes
endégenos ou exdégenos.
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Toxicidade: € a medida relativa do risco de aparecimento de um efeito téxico
num sistema biolégico, produzido por uma substancia sob certas condigbes
controladas de exposigio.

Tratamento Sintomatico: tratamento nio especifico para.a doenga e sim para
os sintomas apresentados.

Xenobidtico: substancias quimicas estranhas ao organismo; dependendo das
condigbes de exposicdo podem agir como toxicante.
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Introducéo

I. INTRODUCAO

I.1. IMPACTO DOS PESTICIDAS

Os pesticidas sdo denominados de agrotéxicos, defensivos agricolas,
produtos fitossanitarios ou praguicidas. O objetivo do seu usc & aumentar a
producdc de alimentos, evitando a proliferacdo das pragas. Entretanto, eles
causam problemas aoc ambiente (solos, rios, lencais freaticos), podendo romper o
ecossistema natural do homem devido a exposigdo a esses pesticidas durante a
sua manipulagao e aplicagio. Os residuos de pesticidas nas culturas podem afetar
a saude das pessoas que trabalham na lavoura tanto no plantio como na colheita
ou a populagdo em geral, ao utilizar alimentos contaminados ou. entdo, ao
consumir-agua contendo residuos dos pesticidas. Dependendo da finalidade para
0s quais s&o destinados, os pesticidas sdo denominados de inseticidas,
fungicidas, herbicidas. nematicidas, entre outros. O surgimento de um pesticida se
deu em laboratdrio, sendc aos poucos investigados os aspectos de sua utilidade e
suas avaliacbes toxicolégicas em seres vivos, animais ou vegetais, e 0s possiveis
danos ao meio ambiente, bem como a sua potencialidade para os fins que séo
destinados. A partir desses enfoques surgiu a possibilidade de vir a ser
comercializado para uso na agricultura.

Apds a segunda guerra mundial, na década de 30. teve inicio o uso de
pesticidas na agricultura.

O aumento constante de uso de pesticidas na agricultura tem causado
preccupagdes, quanto aos riscos & saude humana e ac meio ambiente. Fssa
preocupagéo decorre dos casos de doencas registradas em seres humanos e das
alteragbes ambientais, que parecem ter como origem os pesticidas.

Exposigbes continuadas, por periodos longos, a niveis relativamente baixos
de pesticidas podem afetar a saude humana. levando a casos cronicos, mal
definidos, as vezes, extremamente graves. Portanto, para prevenir os efeitos
adversos que podem ocorrer devido ao uso de pesticida, considerando toxicidade
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e exposicdo, faz-se necessario efetuar a monitorizagdo ambiental, a fim de
minimizar os efeitos nocivos.

Existem concentragdes maximas permitidas estabelecidas para compostos
quimicos contaminantes da atmosfera, agua e alimentos. Tais concentragbes
pressupdem que, se a exposigdo for mantida em niveis mais baixos que os
valores a eles atribuidos, nenhum efeito nocivo & esperado na maioria dos
individuos [1].

A monitorizagdo ambiental, entretanto, ao estimar a intensidade da
exposicdo, ndo é totalmente satisfatoria para evitar o fisco decorrente da
exposicéo ocupacional. A intensidade e a duragdo da exposicdo aos
contaminantes da atmosfera, alimentos e agua sao diferentes entre os individuos.

Qutro fator a ser considerado é a inter-relagdo entre os compostos
contaminantes dos diferentes compartimentos do ambiente (solo, ar, agua e
alimentos), o que dificulta a avaliacio dos riscos, para os seres vivos, com base
em determinagbes realizadas apenas em um ou outro componente do meio
(Figura 1.1).
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Figura L1 — Inter-relagio de compostos quimicos contaminantes dos diferentes
compartimentos do ambiente [1].

A fim de minimizar a possivel contaminagdo humana ou dos alimentos e
avaliar o risco toxico, devem ser feitas varias consideracoes [1] :
- dispor de informagdes a cerca das concentragdes consideradas normais;
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- decidir qual nivel, de um dado efeito, é considerado indesejave!;

- orientar os trabalhadores quanto ao seu uso incorreto:

- estabelecer um didlogo com o individuo no qual o exame foi realizado,
explicando os resultados e interpretagéo dos mesmos.

I1.2. CONTEXTO ATUAL

No Brasil. o uso de pesticidas na agricultura depende do registro fixado
pelos drgéos competentes, Ministério da Satude (MS), Ministério da Agricultura e
do Abastecimento (MA) e do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e de Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA).

Os d6rgéos competentes, citados acima, se expressam através da Lei n.°
7.802/89 e dos Decretos n.? 98.816/90 e 991/93 que a reguiamentam.

Através de documentos, estabelecidos em portarias pelos 6rgéos
governamentais, sao apresentadas as diretrizes e as orientagdes para autorizagdo
de fegistro_. permiss@o de uso e critérios para a avaliagdo quanto a eficécia, ao
potencial de periculosidade a satide e ao meio ambiente, dos pesticidas que estdo
sendo propostos.

Para Covéilo e Merkhofer [2]: "A avaliagéo do risco a salude e ao ambiente é
um campo relativamente novo. Esta sendo desenvolvida em diversas frentes, por
especialistas de discipiinas distintas, incluindo epidemilogia, toxicologia,
engenharia e estatistica. Entretanto, quase todos os livros focalizam parte de
topicos disponiveis sobre método de avaliagdo: esses foram desenvolvidos
especificamente, por tipos de riscos, de acordo com a preocupacao do autor".

Quanto a avaiiagcéo do potencial de periculosidade a mesma esta sendo
acompanhada pelo Ministério da Saude através da legislagdo em vigor,
classificando 'os produtos conforme o grau de toxicidade aguda. A avaliagdo é
realizada 'atrave's de resuttados de estudos de laboratérioc em animais, quanto ao
potencial de carcinogénese, metabolismo e excregdo. efeitos hormonais,
mutagénese e teratogénese [3)].
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Os resultados obtidos nos estudos sdo interpretados p;elos organismos
internacionais, Organizagéo Mundial da Saude (WHO), Organizagio das Nagdes
Unidas para a Agricultura e Alimentagdo (FAQ), Food and Drug Administration
(FDA), Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da América (EPA),
- uma - vez estabelecidas as Diretrizes e Orientagbes do Ministério da Saude,
através da Portaria n.° 3/92.

1.2.1. Legislacdo

A legislagao referente aos pesticidas usados na agricultura, para o controle
de pragas e doengas, relativa aos aspectos de saude humana, esta contida na Lei
n.% 7.802, de 11 de julho de 1989, no Decreto n.° 98.816, de 11 de janeiro de 1990
(posteriormente alterado pelo Decreto n.’ 991, de 24 de novembro de 1993) e nas
" diretrizes baixadas peio Ministério da Saude, através da Portaria n.° 3, de 16 de

janeiro de 1992 e da Portaria n.° 14, de 24 de janeiro de 1892.

A legislaco vigente dispGe sobre a pesquisa, a experimentagdo, a
produgdo, a embalagem, o armazenamento, a comercializagéo. a propaganda
comercial, a utilizagéo, a importacdo, a exportagéo, o destino final dos residuos e
embalagens, o registro, a classificagéo, o controie, a inspegéo e a fiscalizagao de
pesticidas.

Quanto 2 saude, a legislacdo refere a necessidade de obedecer as
diretrizes e as exigéncias do érgéo federal responsavel pelo setor da saude.

A Lei n.° 7.802/89 contém no art. 3° & 6° dispositivos proibindo o registro
de produtos [3]:

a) para os quais o Brasil ndo disponha de métodos de desativagao de seus

componentes, de modo a impedir que os residuos remanescentes
provoguem riscos ao meio ambiente e a satde publica;

b) para 0s quais ndo haja tratamento eficaz no Brasil;
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c)

que revelem caracteristicas teratogénicas, carcinogénicas ou
mutagénicas, de acordo com os resultados atualizados de experiéncias
da comunidade cientifica;

que provoquem disturbios hormonais ou danos ao aparelho reprodutor,
de acordo com os procedimentos e experiéncias atualizadas da
comunidade cientifica;

gue se revelem mais perigosos para o homem do que os testes de
laboratdrio, com animais;

cujas caracteristicas causem danos ac meio ambiente.

Nesta lei também estéd estabelecido que o registro de um novo pesticida

sera concedido somente se a sua agéo toxica ao ser humano e ac meio ambiente

for comprovadamente igual ou menor aos j& registrados para o mesmo fim,

segundo os parametros fixados na sua regulamentagéo.

O Decreto n.° 98.816/90, que regulamenta a Lei n.? 7.802/89, estabeiece,

entre outros que:

-a)

A classificacdo toxicologica é definida como a diférenciagéo dos
pesticidas em classes, em fun¢do de sua utilizagdo, modo de acéo e
potencial ecotoxicoidgico aoc homem, aos seres vivos e ao meio
ambiente. Os niveis de classificag&o, no que se refere a toxicidade
humana, s&o: classe | - extremamente téxico; classe Il - altamente
téxico, classe Il - medianamente téxico; e classe |V - pouco toxico:

Para a obtengdo do registro. o interessado deve encaminhar ao
Ministério da Saude um relatdrio técnico contendo dados e informagdes
exigidos por esse Ministério e dos quais constem, necessariamente:

 meétodo analitico e sua detectabilidade, para avaliar o residuc de

pesticidas remanescente no produte vegetal ou animal;

. e 0s resultados das anadlises guantitativas efetuadas, indicando a

persisténcia de residuos;

« as tolerancias disponiveis, de preferéncia em nivel internacional;
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d)

e os dados bioldgicos, envolvendo os aspectos bioquimicos e 0s
ensaios toxicoloégicos;

e 0s dados relativos ao potencial mutagénico e carcinogénico em
animais.

Quando organizagdes internacionais responsaveis pela saude,
alimentacéo ou meio ambiente, das quais o Brasil seja membro
integrante de acordos e convénios, alertarem para 0s riScos,
desaconselnandoc o uso do pesticida, cabera ao orgao federal
registrante avaliar os problemas e as informagoes apresentadas,
consultando o érgdo oficial de Agricultura, Salide ou Meio Ambiente,
conforme o caso. |

Procedida a andlise técnica, a autoridade competente podera tomar uma
ou mais das seguintes medidas:

» proibir ou suspender o uso;

e cancelar ou suspender o registro;

« restringir o uso através de atos especificos:

« proibir, suspender ou restringir a importagéo;

« propor a mudanga da formuiagéo e do método de aplicagao;,

e restringir a comercializagéo.

e) O Ministério da Saude, ao proceder a avaiiagio da toxicidade, deve

observar os seguintes parametros:
« toxicidade da formulagao;
o presenca de problemas toxicologicos especiais - carcinogénese,

mutagénese, neurotoxicidade, teratogénese, agdo hormonal e
comportamental;

« persisténcia no ambiente:

» bicacumulagéo;

"o tipo de formulag&o;

» método de aplicagdo.

) Os rotulos de pesticidas devem apresentar:
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» Na coluna central os dizeres: "E obrigatério o uso de equipamentos de
seguranca, proteja-se”, os simbolos de perigo e a classificagdo
toxicologica.

» Na coluna da direita as precaugdes de uso e recomendacdes gerais,
quanto aos primeiros socorros; tratamentos, no que diz respeito a sadde
humana e telefone dos centros de informacdes toxicoldgicas.

- g) Os folhetos e bulas devem conter instrugcdes de uso do produto,
limitacSes de uso, equipamento de protecdo individual, dados relativos a
protegio da saude humana, efeitos agudos, cronicos e colaterais.

h) A receita para uso agricola devera ser especifica para cada problema e
devera conter a recomendagéo técnica e as informagdes quanto ao
intervalo de seguranga, precaugdes de uso, 0s primeiros socorros nos
casos de acidentes e orientagdes quanto & utilizacdo de equipamento de
prote¢do individual.

Conforme consta da Lei n.2 7.802/89 e do Decreto n.2 98.816/90, constituem
impedimentos legais: o potencial de causar cancer, mutagSes teratogénese,
alteracbes hormonais que afetem a reproducéo e para os quais ha auséncia de
tratamento médico no Brasit.

1.3. TOXICIDADE DOS PESTICIDAS

Os pesticidas sdo substancias toxicas, podendo sua utilizagao oferecer ou
néo perigo para o ser humano. A seguranca que se pode ter em seu uso esta
- diretamente  relacionada com a toxicidade do composto, o grau
de contaminag&o e o tempo em que se fica exposto a ele durante a aplicagdo.

Considera-se, portanto, que o principal problema acarretado pelos
pesticidas € a sua utilizagéo indiscriminada. sem qualquer preocupagdo com a
seguranca. Esta n&o se deve limitar aos que os aplicam, mas estender-se a todos,
desde os operérios-da industria que os fabricam até a populagdo em geral,

9
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consumidora de produtos nos quais eles sdo aplicados. Para garantir o nivel
desejavel de seguranca & necessario avaliar a utilizagdo de cada produto, a
relagédo risco/beneficio [3].

A classificagdo toxicolégica mostra o perigo potencial do pesticida, caso o
mesimo venha a ser ingerido, inalado ou ficar em contato com a peie. Eia esta
baseada em dados de toxicidade aguda do produto. obtidos em estudos com
animais de experimentagdo, através da dose letal a 50% da populagéo exposta
(DLso).

A acdo toxica somente se manifesta quando o nivel da substancia atinge
certos limites, e continua enquanto esse nivel ndo for reduzido. lIsso permite
considerar dois tipos de intoxicagao:

a) Aguda: ocorre a exposi¢ao a grandes guantidades de pesticidas, por um

periodo curto. Esta intoxicagéo se apresenta de varias maneiras:

_ acidental. mais frequentemente em criancas e em adultos, geralmente

devido a erros grosseiros de manuseio;

- ocupacional, relatada desde a producéo até a aplicacao;

- criminosa, incluindo homicidios e suicidios.

b) Cronica: ocorre devido a exposicéo a pequenas quantidades de pesticida

por um periodo longo.

Estas sd0 as regras gerais, mas dependem de outros fatores como, por
exemplo, a sensibilidade individual. fatores genéticos, etc.

Estudos de toxicidade oral e dérmica servem cOMO indicadores da
toxicidade aguda, permitindo seu enquadramento em uma das categorias

toxicolégicas. No entanto, a classificagao toxicolégica sera feita somente depois
| de constatado gue o pesticida ndo apresenta nenhum fator de impedimento legal
para O seu registro [4].
| No Brasil a classificagdo toxicolégica dos pesticidas obedece as
recomendacbes da WHO - The WHO Recomemmended Classification of
Pesticides by Hazard and Guidelines to Classification, aprovadas pela 28

Assembléia Mundial da Satde em 1975 que sdo revisadas a cada dois anos.
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Na Tabela 1.1 s@o mostrados os critérios de ciassiﬁcégéo toxicoldgica
adotados pelo Brasil, através de recomendagfes da Organizacdo Mundial da
Saude [5].

Na avaliagéo toxicolégica ndo existem dados que devem ser considerados
de maior ou menor importancia, todos devem ser igualmente avaliados. Existem
poucas informagbes sobre riscos de lesdo em Org&os especificos ou sobre
possiveis efeitos mutagénicos, teratogénicos, carcinogénicos, neurotoxicos e
comportamentais. De fato, ainda se conhece muito pouco sobre a toxicidade real

dessas substéncias, principaimente como possiveis agentes de intoxicacdes
cronicas.

Tabela 1.1 - Classificagdo toxicolégica dos pesticidas [5].

‘_-i'_a‘ Extremamerﬁe 5oumenos | 20 ou menos | 10 oumenos | 40 oumenos
1b Altamente. 5-50 20-200 10-100 40-400
.perigbso _

;Ei -'M'odeirazdan'_xente 50-500 200-2.000 100-1.000 400-4.000
perigoso

Hl Levemente . - - | Superior a 500 Superior a Superior a Superior a
‘perigoso 2.000 1.000 4.000

- Fonte: IPCS/OMS (1996)
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1.3.1. Dados Estatisticos das Intoxicagoes por Pesticidas

Segundo o Centro de Controte de Intoxicagbes de Campinas (SP), nos anos
de 2000 e 2001 observou-se um total de 11 atendimentos relativos as exposigdes
ocupécionais ou acidentais aos pesticidas na regido de Piracicaba, S&o Pauio.

A Tabela I.2 apresenta a relag8o das classes de pesticidas envolvidos nos
casos atendidos.

Tabela 1.2 - Numeros de casos de exposi¢io ocupacional ou acidental as
principais classes de pesticidas, atendidos no Centro de Toxicologia do Hospital

Universitario de Campinas, nos anos de 2000 e 2001.

Herbicidas - 2 0 0 0
Inseticidas 5 0 2 2
Fungicidas 0 0 0 0
Outros c 0 0 0
TOTAL 7 0 2 2

Centro de Controle de Intoxicagao de Campinas (SP), Fonte: CCI-UNICAMP, 2002.

1.4. CINETICA E METABOLISMO DOS PESTICIDAS

O sistema que envolve a intoxicacéo baseia-se em trés elementos basicos:
pesticida (agente téxico), o organismo e a resposta (sinais e sintomas).

12
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Como outros xenobidticos, os pesticidas sdo transportados através do
sangue e a sua passagem através das membranas celulares depende dos
seguintes fatores [6]:

» Solubilidade: a passagem dos compostos através das membranas
celulares, de natureza protéica e lipidica, serd determinada pela sua maior ou
menor lipossolubilidade. Compostos lipossoliveis atravessam rapidamente as
membranas enquanto que para compostos com baixa lipossolubilidade ocorre o
contrario.

» Grau de lonizagdo: compostos téxicos, na sua maioria, sdo &cidos
ou bases fracas e possuem um ou mais grupos funcionais capazes de se ionizarem.
O grau de ionizag&o depende do pK do composto e do pH da solugdo (meio em que
0 composto esta dissolvido). As membranas celulares s&o permedveis as formas

néo ionizadas do composto toxico e relativamente impermeaveis as formas
ionizadas.

1.4.1. Absorcao e Distribuicio dos Pesticidas no Organismo

A absorgéo de uma substéncia depende da via pela qual ela penetra no
organismo, tais como:

a. respiratéria (pelos pulmdes), envolvendo a aspiragio de particulas, gases ou
vapores.;
b. dérmica (através da pele);

¢. gastrointestinal, apds ingestéo de alimentos ou agua contaminada.

13
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a. Absorcao respiratoria

A absorcdo dos pesticidas no organismo humano pela via respiratoria
ocorre devido ao fato dos pesticidas encontrarem-se na atmosfera na forma de
particulas sub-micrométricas, que facilitam seu ingresso por esta via. O contato do
sistema respiratério com a atmosfera externa (o volume de ar que alcanga as vias
respiratérias varia de 5 a 6 L min™, em organismos em repouso e pode atingir 30 L
mir;“, dependendo da atividade e esforgo fisico) influéncia a quantidade de
pesticidas introduzidos no organismo. A extensa area pulmonar, aproximadamente
90 m?, e a superficie alveolar, de aproximadamente 70 m?, mantém contato com
os compostos toxicos presentes no ar. Como a via respiratéria & permeavel e
ricamente vascularizada, permite & absor¢do rapida e eficiente, ocorrendo a
retencdo dos pesticidas nos cilios das vias aéreas superiores {7].

As particulas se depositam em 3 regides do sistema respiratério, na
nasofaringe, na traqueobrénquica e nos alvéolos.

A exposicéo aos pesticidas em niveis téxicos resulta em uma variedade de
sintomas e sinais, que dependem do pesticida usado, da dose absorvida e das
condicbes de saulde do individuo. A contaminagdo por inalacdo (respiratoria)
apresenta os seguintes sintomas: ardor na garganta e puimdes, tosse, rouquidao e
congestionamento das vias respiratorias.

b. Absorcao dérmica

A absorgio dos pesticidas através desta via é a mais importante, podendo
'ser mais intensa quando se utilizam formula¢cdes olecsas e depende
fundamentalmente da lipossolubilidade, grau de ionizagcéo, tamanho da molécula e
hidrélise do pesticida nas condigdes de pH da epiderme e derme. Os pesticidas
lipossolizveis atravessam rapidamente as membranas, que séo lipoprotéicas, e,
portanto, s&o mais facilmente absorvidos.
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Quando a substéncia toxica entra em contato com a pele pode ocorrer: a)
uma barreira efetiva criada pela pele ou pelo filme lipidico ou pelo suor:; b) uma
| iritac&o priméria causada pela reagéio da substancia téxica com a superficie da
peie; c) uma imitagdo produzida pela combinagdo da substancia toxica com
proteinas dos tecidos d) penetragiio da substancia téxica no foliculo sebaceo
ingressando na corrente sangliinea e, consequentemente, agindo de modo
sistémico [6,8].

Os sintomas apresentados pela contaminagdo por contato s&o: iritagcéo
(pele seca e rachada), mudanga de coloragdo da pele (dreas amareladas ou
avermelhadas) e descamacéo (pele escamosa ou com aspecto de sarna).

c. Absorcao gastrointestinal

Na absorgdo gastrointestinal influenciam vérias caracteristicas dos pesticidas,
destacando-se a sua constante de dissociaggo, o seu grau de lipossolubilidade da
forma néo ionizada, a sua solubilidade no pH do estémago ou do intestino, a sua
massa molar e a sua estabilidade [8].

1.4.2. Biotransformacao, Eliminacido e Excrecdo

As substéancias xenobidticas (pesticidas, produtos carcinogénicos, etc.), que
penetram no organismo, podem sofrer algum tipo de biotransformagdo. As
principais reacOes envolvidas neste processo s&o: oxidagdo, reducdo, hidrdlise e
conjugacao {6].

Essas substancias possuem graus variados de lipossolubilidade, desde
pouco soh]veis em lipidios, portanto bastante polares, até ionizaveis no pH
fisiolégico. As primeiras atravessam as membranas organicas com dificuldade e
sdo excreté_das pelo rim. No entanto, séo biotransformadas formando produtos
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mais polares, com menor ou sem nenhuma atividade toxica. As segundas
atravessam as membranas organicas com facilidade e embora sejam filtradas ao
nivel glomerular renal, sdo reabsorvidas pelos tibulos renais e permanecem no
organismo. Essas substdncias devem passar por um processc de
biotransformagéo produzindo compostos polares, que sao desprovidos de
atividade toxica e sdo excretados pelos rins, bile, ar expirado, suor e saliva. Este
processo é responsavel pela duragéo da ag¢ao e pela concentracéo da substancias
xenobidticas no sangue e nos tecidos [6,8).

1.4.3. Aspectos Toxicolégicos dos Herbicidas Estudados

Dentre os vérios pesticidas, a classe dos herbicidas foi selecionada para o
desenvolvimento do presente trabalho. Tendo como objetivo destruir, matar ou
controlar o crescimento de ervas prejudiciais a agricultura, os herbicidas se
dividem em inorganicos e organicos. A classe dos herbicidas organicos, que se
tornou problema ao meio ambiente, engloba os derivados do acido carbamico e
ditiocarbamato; da uréia; das triazinas; dos clorados; do acido fenoxiacético; da
anilina; de nitrogénio quaternario, etc.

Os herbicidas também séo classificados em fung@o de seu uso como: ndo
seletivos que destroem todas as plantas sem distingdo de espécie, sendo
aplicados, por exemplo, nas construgdes e manutences de rodovias, ferrovias,
etc.; e os seletivos, que s&o especificos para determinadas ervas daninhas e néo
 causam danos as culturas. O modo de acéo nas plantas pode ser por contato,
apiicagé'o_ direta nas plantas, destruindo-as na forma total ou parcial, ou por
translocagdo ou sistémico, absorgéo pela planta que tenha sido tratada, exercendo
sua acdo em determinadas partes dela.

Da.mesma maneira que o0s herbicidas atuam destruindo os vegetais,
quando mal utilizados podem causar intoxica¢do ao homem. Para evitar que isto
se torne drastico, desenvolveram-se metodologias para determinagéo de alguns
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herbicidas pertencentes as classes das uréias substituidas, ftriazinas e
fenoxiacético.

A seguir sera apresentada uma descricio das propriedades gerais,
absorgéo, biotransformagéo, excregéo e toxicidade de cada pesticida estudado.

1.4.3.1. Pesticidas Derivados da Uréia

a. Propriedades

Os pesticidas uréicos, diuron e linuron, s&o cristalinos, muito pouco solaveis
em agua e sollveis em solventes organicos. Esses herbicidas apresentam acio
pré e p6s~emergente no controie de plantas daninhas nas culturas de cana-de-
- agucar, algodéo, café, citros, ché, abacaxi, banana e uva [9-12].

As propriedades fisico-quimicas dos herbicidas uréicos [13,14] estao
apreéentadas na Tabetla 1.3.

Os derivados da uréia decompdem-se por hidrolise, com formacio de
derivados de anilina, ou através de reagbes oxidativas. Em fungdo de sua
decomposicdo no meio ambiente, sdo classificados como moderadamente
persistente, podendo permanecer no solo por varios meses apds a sua aplicagéo
[15].

b. Absorcio e Biotransformagao

Os pesticidas pertencentes a classe das uréias sdo absorvidos pelo trato
gastrintestinal e via respiratoria.

A biotransformagio desses pesticidas no organismo se d& através de
processos de N-desélquilag:éo e hidroxilagdo do anel aromético, com reagdes
semelhantes aquelas que ocorrem no ambiente. A biotransformacdo do diuron
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ocorre por N-desalquilagdo com formacéo de 3,4-dic|orofenil-uréia, com posterior
converséo a 3,4-dicloroanilina [16].

Tabela 1.3 - Propriedades fisico-quimicas dos herbicidas uréicos.

[+]
|
”ﬁ\N/[kN
by

LINURON.

\(

CHs
al o

cl

3-(3,4-diclorofenil) 1,1-
dimetiluréia

3-(3,4-diclorofenil) 1-
metoxi-1-metiluréia

Diuron 500 SC, Cention
800, Diuron Nortox,
Diuromex, Herburon 800,
Karmex 800, etc.

L orox 500, Afalon 500 SC,
Linurex 50, etc.

CQH1 oC|2N20 CQH1 oC|2N202

2331 249.0

158-159 93-94

42 (25°C) 75 (25°C)

acetona, benzeno, Odleo|Etanol, éter dietilico,
vegetal, estearato de butila | cloroférmio, tolueno,

benzeno, acetona

c. Toxicidade

Estes herbicidas, derivados da uréia, sdo atdxicos, apresentando uma DlLsp

- aguda oral em ratos, de 3.400 mg kg™ para o diuron e > 4.000 mg kg™ para o
linuron.

No probesso de sintese da 3,4-dicloroanilina, ou na obtengdo de herbicidas

que tenham grupamentos 3,4-diclorofenil, diuron e linuron, ocorre a condensagéo

de duas moléculas da dicloroanilina, produzindo dois contaminantes, o 3,4,3',4'-
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tetracloroazoxibenzeno (TCAOB)} e o 3,4,3'4'-tetracloroazobenzeno (TCAB),
sendo ambos de alta lipossolubilidade. Os niveis de TCAB variam de 0,15 a 3,38
mg L™ para diuron e de 0,91 a 10,28 mg L para linuron. Deve-se tomar cuidados

no uso € manuseio desses herbicidas devido a presenca destes contaminantes.

Pode também ocorrer a degradac@o de diuron e iinuron no solo, através de

peroxidases geradas por microorganismos, produzindo 3,4-dicloroanilina, que é
convertida em TCAB e apés TCAOB, como mostrado na Figura 1.2 [6,8].

~ Estudos demonstraram que o TCAB € mutagénico,

potenciaimente

- carcinogénico, € o TCAOB, provoca aparecimento de dermatites em individuos

expostos.

‘ _OCH,
Cl N ] ci NH, Cl NH—(ﬁ‘-—N\
OO0 — 0™ — 5o

Ci
cl N ci cf linuron
, TCAB 3,4-dicloroanilina
' (PF=158-158 “C})
o CH CH,
cl N I o N-Cc—N{_* NH—C—NC
QL | ORR I 5o
Ci N C Cl : Cl
neburon
TCAOB diuron
(PF=139,5-140,5 °C)
Figura 1.2- Herbicidas derivados da 3.4-dicloranilina e formagdo dos

contaminantes 3,4,3'4'tetracloroazobenzeno

tetracloroazoxibenzeno (TCAOB).
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d. Tratamento das Intoxicagdes

Os herbicidas uréicos raramente causam envenenamentos agudcs ou
acidentais, portanto o tratamento médico € sintomatico.

1.4.3.2. Pesticidas Triazinicos
a. Propriedades

Nesta classe de herbicidas estéo incluidos todos os compostos com estrutura
da 1,3,5-triazina (ou s-triazina). As substituicGes ocorrem nas posigcdes 2,4 e 6. Os
radicais substituintes na posi¢ao 2 sé&o -Cl ou -SCH3 e nas posicdes 4 e 6 s&o
substituintes aminicos.

Estes pesticidas triazinicos s@o usados em aplicagdes pré e pds-emergéncia
em culturas de sorge, milho e cana-de-agucar. A atrazina é também utilizada no
controle de plantas daninhas em lagos [16].

Os herbicidas s-triazinicos s&o pouco soliveis em agua e muito sollveis em
solventes organicos, com excec&o da simazina. Na Tabela 1.4 estdo listadas as
propriedades fisico-quimicas [17] dos herbicidas triazinicos estudados.

b. Absorcdo, Biotransformagao e Excrecao

Os compostos s-triazinicos so absorvidos pela via respiratdria, dérmica e
- trato gastrointestinal.

A biotransformacéo destes pesticidas envolve processo de N-desalquilacéo
e conquagé_o do produto formado. O grupo isopropil & mais faciimente removido
que o etil, sendo que os radicais -Ci e -SCHa permanecem intactos [8].

20



Introducéo

A absorc@o dérmica da atrazina representa cerca de 16% da concentragao
aplicada diretamente sobre a pele do homem. Durante a absorgdo dérmica o
composto € biotransformado por processos oxidativos, como mostrado na Figura

1.3, formando derivados hidroxilados e aminicos.

. A atrazina, administrada em ratos em doses de 30 mg kg™, é excretada através
da urina (66%) e fezes (18%) nas primeiras 72 horas,
A simazina segue a mesma rota de biotransformagao da atrazina, portanto, a
exbregéo urinaria de metabdlitos bi-dealquilados, deisopropilados e deetilados
pode ser usada para o monitoramento biolégico.

Tabela 1.4 - Propriedades fisico-quimicas dos herbicidas triazina.

s/CHs

[ [ NII " CHy N)\\"N
: H:C/\IJ\N/I\I/\C"E Hsc/kIJ\N/kil/\c'ﬁ Hy C/J\?/H\N/*T/\cﬂs
2-cloro-4,6-bis- 2-cloro-4(etilamino)- | 2-tiometil-4-
etilamino-s-triazina | 6-(isopropilamino)- | etitamino-6-
s-triazina isopropilamino-s-
. triazina
|Gesatop, Sipazina|Gesaprin 800 PM, Gesapax
/800 PM, Simanax|Herbitrin,  Siptran
148C, Herbazin 800|800 PM, Atrazinax
UIPM, ete.. 500, etc..
7:; C7H12C|N5 C8H14C|N5 CQH17NSS
1201,66 215,68 227,35
| 225-7 1714 84-6
11,62 (25°C) 1,70 (25°C) 4,1(20°C)
yua.| 5 (20°C) 70 (22°C) 185 (20
1 Acetona, etano!, | Pouco soluveis: metanol,  tolueno,
1| cloroférmio, éter | éter etilico, metanol, { hexano

{ etila

{dietilico, acetato de

cioroformio
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HaN\“/ N;ﬁ,cl 2 1 ™~

ZN N. 2N
® '\‘\I-I/l'\IGHZCH3 @ \?:'2
’ N

Cl  (CH,),CHNH__Ny_Cl
(CHa)ZCHl‘TlH TNﬁ’ 22 ¥

N\/('N @ N\fN

HNCH,CH, NH,
1 ATRAZINA
(CH,),CHNH \"/N\\roa-u H,‘,Nm/N\ OH
N. 2N NN
@ Y. ® Y
”  HNCH,CH, NH,

Figura 1.3- Produtos de biotransformac&o da atrazina. (1) 2-cloro-4-etilamino-6-
amino-2-atrazina, (2) 2-cloro4,6-diamino-s-triazina; (3) 2-cloro-4-amino-6-
isopropilamino-s-triazina; (4) 2-hidréxi-4-etilamino-8-isopropilamino-s-triazina e (5)
2-hidroxi-4,6-diamino-s-triazina.

c. Toxicidade

Estes herbicidas triazinicos apresentam baixa toxicidade aguda com relacdc
ao DLsp [8], o que pode ser comprovado na Tabela L.5.
O figado constitui o orgdo alvo na agdo téxica da simazina, durante as

exposicdes prolongadas.
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Tabela 1.5 - Toxicidade aguda de herbicidas triazinicos [8].

Simazina_ 5.000 5.000
Ametrina 3.750 -

. d. Sintoma e Tratamento das Intoxicacbes

Nas exposi¢cdes ocupacionais prolongadas a estes herbicidas podem
ocorrer dermatites por contato.

No casc de contato com a pele devem ser feitas trocas de roupas e banhos
com muita &gua e sab&o. A lavagem gastrica com agua ou soro fisioldgico séo
importantes no caso de ingestdo. O tratamento para este tipo de intoxicacao é
sintomético [16].

1.4.3.3. Pesticida Fenoxiacético

a. Propriedades

Os pesticidas fenoxiacéticos sdo classificados em fungdo do numero de
atomos de cloro ligados ac anel aromatico. Destaca-se o 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D), que é constituido de dois dtomos de cloro, e é um sélido de leve odor
fendlico com as caracteristicas fisico-quimicas [14] mostradas na Tabela 1.6. O
pesticida € disponivel em formulagGes simples ou em mistura com outros
herbicidas como o linuron, glifosato e com o &cido 2-metil-4-clorofenoxiacético
(MCPA) [16].

23



Introducao

Estes herbicidas s&o indicados para as culturas de arroz, mitho, sorgo,
cana-de-agucar, em reflorestamentos, na manutengio de ferrovias e das areas
onde existem equipamentos de alta tensao.

Tabela 1.6 - Propriedades fisico-quimicas do 2,4-D.

2,73 (25°C)

620 (25°C)

Etanol, acetona, heptano, toluenoc, éter
| dietilico

Sowb:ﬁdade mﬁ

b. Absorcao, Biotransformagao e Excrecao

Os herbicidas fenoxiacéticos sdo absorvidos pelo trato gastrointestinal e
respiratdrio, sendo que a absor¢do por via dérmica € considerada de peguena
importancia nas exposi¢des ocupacionais e ambientais.

Os pesticidas fenoxiacéticos, depois de absorvidos pelo organismo, séo
distribuidos uniformemente, concentrando-se no tecido gorduroso, musculos,
figado, rins, bago, pancreas, cérebro e pulmdes [8]. Estes compostos sao
excretados na urina sob.forma inalterada, livres ou conjugados com amino-acidos.
0O 2,4-D é quase que totalmente excretado na urina, sob forma inalterada, na
proporgao de 3 a 5% a cada hora, durante as primeiras 12 horas. Quando da
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administracdio oral, cerca de 76% do composto ¢ excretado nas primeiras 96
horas. Nas exposigGes ocupacionais a excregio méxima do 2,4-D ocorre de 16 a
40 horas, depois de cessada a absorgéo [8].

c. Toxicidade e Sintomas

O acido 24-diclorofenoxiacético &€ um inibidor moderado da fosforilagéo
oxidativa e tém acao toxica direta sobre 0s musculos estriados e uma possivel
| ac&o toxica sobre os nervos periféricos [18].

A toxicidade aguda dos pesticidas fenoxiacéticos pode ser evidenciada através -
de vaiores de DLsp em ratos, sendo que por via oral é de 375 mg kg e na via
dérmica de 2.000 mg kg™ [8].

No homem, quando da ingestdo de doses elevadas, a morte é precedida por
- espasmos nos membros, relaxamento dos esfincteres, diminuigio dos reflexos,
hipotenséo, dificuidade respiratéria e coma profundo. Também ocorrem distirbios
cardiacos com fibrilagdo auriculares e, as vezes, ventricutares, responsaveis por
possiveis ébitos [16].

Nos envenenamentos nao letais ha o aparecimento de um quadro tardio
caracterizado por sensibilidade muscular, fadiga, insonia e depress&o moderada.

| Nas exposicdes ocupacionais sdo comuns, além da irrritagdo dos olhos,
. nariz e garganta, o aparecimento de erupgbes cutaneas e altera¢des urindrias.

O controle biol6gico das exposicdes ocupacionais ao 2,4-D pode ser
realizado pela determinacgéo do pesticida em amostras de urina. Porém, estudos
realizados n&o permitiram o estabelecimento de valores precisos como limite
bioldgico para o controle das exposigdes humanas. Em exposicoes assintomaticas
'fbram constatados concentragbes urindrias de 2,4-D de 40 a 100 mg L [186].

O valor de limite biolégico para exposig&o ocupacional proposto por um
~ grupo de estudo do "Scientific Commmittee on Pesticides of the International
- Commission on Occupational Health" foi de 0,5 mg L™ [19].
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d. Tratamento das Intoxicacdes

No tratamento de intoxicagbes, medidas que provocam vomito e lavagem
gastrica com soro fisioldgico, sé@o indicadas nos casos de ingestdo, desde que
realizadas em tempo habil.

Na intoxicacdo aguda, o tratamento especifico € apenas sintomético, com
assisténcia adequada as condigbes respiratérias, sendo que 0s casos graves
exigem monitoragéo cardiaca.

A remogao do agente toxico do organismo, realizada no inicio dos sinais e
sintomas do envenenamento, € possivel através da hemodialise [6].

1.5. ANALISES DE URINA

1.5.1. Importancia

A medicina laboratorial teve inicio com a analise de urina. Antigamente os
médicos, muitas vezes, ndo viam O paciente, apenas sua urina. Embora néo
contassem com os métodos atuais, sofisticados, eram capazes de diagnosticarem
a partir de observacdes basicas, como cor, turvagéo, odor, volume e viscosidade
da urina. E interessante notar que caracteristicas urinarias ainda estd sendo
relacionadas pelos laboratérios hoje em dia. Contudo, os modernos métodos de |
andlise urinaria ampliaram seu campo de agdo, abrangendo ndo sb 0 exame
fisico, mas também quimico [20].
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1.5.2. Formacao

A urina é formada continuamente nos rins. Trata-se, na realidade, de um
ultrafiltrado do plasma, a partir do qual s&o reabsorvidos glicose, aminoécidos,
agua e outra substancias essenciais ao metabolismo do organismo [21].

1.5.3. Composicdo

-

A urina é constituida por uréia, substancias quimicas, orgénicas e
inorganicas, dissolvidas em égua, horménios, vitaminas e medicamentos. Podem
ocorrer grandes variagbes na concentragdo dessas substancias devido &
influéncia de fatores como ingestdo alimentar, atividade fisica, metabolismo
organico e funcdo enddcrina, o que dificulta o estabelecimento de niveis normais.
O principal componente inorgénico dissolvido na urina é o cloreto, seguido pelo
sodio e potassio. A uréia, residuo metabdiico produzido no figado a partir da
utilizacdo de proteinas e aminoécidos, representa quase metade dos corpos
s6lidos dissolvidos na urina [20]. Entre outras substancias organicas estio a
creatinina e o 4cido drico. Uma vez que a uréia e a creatinina estdo presentes em
concentragbes muito maiores na urina que em outros liquidos organicos, a
demonstragéo de alto teor de uréia e creatinina pode servir como identificacdo da
urina [20].

A urina também pode conter elementos que ndo fazem parte do filtrado
plasmatico, como células, cristais, muco e bactérias, que, em niveis elevados,
podem ser indicio de doenca [22].
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1.5.4. Volume

O volume de urina depende de quantidade de agua excretada pelos rins. A
agua é o principal constituinte do organismo e, portanto, a quantidade excretada,
em'geral, & determinada pelo estado de hidratacdo do corpo. Os fatores que
influenciam o volume de urina sio: ingestdo de liquidos, perda de liquidos por
fontes n&o-renais, variacbes na secregdo do horménio anti-diurético e
necessidade de excretar grandes quantidades de solutos, como glicose ou sais.
Levando-se esses fatores em consideracdo, pode-se observar que, embora o
volume urinario diario médio seja de 1200 a 1500 mL, podem ser consideradas
normais os limites de 600 a 2000 mL [20].

1.5.5. Coleta e Manipulagdo

A urina € um material biologicamente perigoso, 0 que exige cerias
precaucdes na coleta e manipulagao.

O descarte da wina pode ser feito numa pia, jogando-se depois grande
quantidade de agua. O recipiente no qual a amostra ficou armazenada deve ser
descartado como lixo com risco bioldgico.

Pelo fato da amostra de urina ser de facil e répida obten¢do, muitas vezes,
ocorrem certos descuidos no tratamento da amostra apés a coleta, ocasionande a
decomposi¢cdo da urina, havendo, portanto, a necessidade de empregar técnicas
- corretas no manuseio da amostra. Varios sdo os cuidados que se deve ter com a
amostra [20], tais como:
¢ A amostra deve ser coletada em recipiente limpo e seco. Recomenda-se 0 uso

de recipientes descartaveis, possibilitando a eliminagdo de contaminag&o
decorrente de lavagem incomreta. As tampas de rosca tendem a produzir
menores‘vazamentbs, quando bem fechadas, do que as de encaixe.
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¢ O recipiente de amostra deve ser devidamente etiquetado ct;m a identificagéo
do individuo e da coleta.
o Caso as amostras ndo possam ser analisadas de imediato devem ser
~ refrigeradas ou adicionar conservante quimico como, timol, &cido bdrico,
formaldeido, tolueno, fluoreto de sddio e fenol.

1.5.6. Estocagem

O método de estocagem mais usado é o da refrigeracéo, que & capaz de
evitar a decomposigdo bacteriana da urina [22]. A temperatura ideal de
estocagem é de -20°C. E necessério deixar que a amostra voite & temperatura
ambiente antes da andlise quimica, isso podera dissolver alguns uratos amorfos.
Quando a amostra tiver de ser transportada a grandes distancias e ndo for
possivel refrigerar, deve-se acrescentar conservantes quimicos. O conservante
ideal deve ser bactericida e inibir a urease para que nfo venham a interferir nas
analises quimicas. Infelizmente, o conservante ideal ainda no foi encontrado.
Portanto, é importante escolher um conservante que se ajuste methor as
necessidades da analise [22].

1.5.7. Tipos de Amostras

Para que a amostra de urina seja representativa do estado metabélico do
individuo, &s vezes é necessaric controlar certos aspectos da coleta, como hora,
 dieta, medicamentos ingeridos e procedimento empregado. E importante dar
instrugdes aos individuos quando eles tiverem de seguir procedimentos de coleta.
Existem vérios tipos de coletas de amostra dependendo da finalidade a que se
destina.
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Amostras coletadas aleatoriamente ou a primeira urina do dia sdo uteis em
exames de triagem, para detectar anormalidades bem evidentes. Ja as amostras
coletadas a cada 24 horas (tempo marcado) tém por finalidade realizar testes
bioguimicos quantitativos, uma vez que determinadas substancias quimicas
presentes na urina, precisam ser exatamente quantificadas, ao invés de acusar
apenas sua presenca ou auséncia [20].

Neste trabalho padronizou-se o horaric das coletas no final da jornada de
trabalho, devido a varios fatores, dependentes das atividades diarias, como
exercicios, refeicdes e metabolismo organico do individuo.

1.6. EXIGENCIAS ATUAIS DOS METODOS ANALITICOS

A necessidade de analisar pesticidas em amostras bioldégicas e ambientais,
para efeito de regulamentacdc e controle, depara-se continuamente com
problemas analiticos complexos, porque uma grande variedade de substéncias,
estruturaimente diferentes, deve ser determinada em um ampio nlmero de
produtos agricolas. Por outro lado, para que se possa fazer diagnésticos médicos,
devido a intoxicagdes, tomam-se necessarias andlises rapidas. Orgdos
intermacionais de controle exigem atualmente métodos analiticos que possam
oferecer resultados seguros e de forma rapida, em um tempo inferior a 24 horas
[23]

Alguns aspectos legais devem ser levados em consideracfo, na area de
residuos de pesticidas. Os fabricantes devem fomecer dados de estudos de
campo relativos aos pesticidas e aos metabdlitos, para que se possa efetuar o
registro do pesticida, enquantc que os érgéos publicos devem impor e fazer
cumprir 0s niveis maximos legais e realizar controles analiticos no ambiente.
Portanto, de acordo com as necessidades, os fabricantes tendem a desenvolver
métodos que sdo adequados para a analise de pesticidas em particular e de seus
metabdlitos mais importantes em uma ou em varias matrizes. Por mais que os
métodos sejam' utilizados para fazer cumprir a legislagdo, ou mesmo para
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confirmar resultados, os laboratdrios de controle empregam meétodos que cobrem

uma ampla faixa de pesticidas, de familias distintas, ou utilizam métodos seletivos,
| que se aplicam aos pesticidas de uma mesma familia ou de um UGnico principio
ativo. Portanto, nem sempre tais métodos sio suficientemente sensiveis para
todos os pesticidas que esté sendo analisados [24].

Durante os dltimos anos, a introduc&o de novos pesticidas, a necessidade
de maiores controles, o custo das analises e a confiabilidade dos resultados
analiticos praticamente obrigaram a fazer uma revisdo e meihoria nos métodos
analiticos empregados.

Deste modo, vérios autores [25-27] j& comentaram a necessidade de se
introduzirem algumas meodificacdes nas diferentes etapas experimentais dos
métodos analiticos atuais, de modo a simplifica-los e adapta-los as necessidades
dos 6rgéos de controle. Também, em um futuro proximo, a maioria dos métodos
de analise dever&o dispor de procedimentos que respeitem mais a satide humana
€ 0 meio ambiente.

Os seguintes objetivos devem ser destacados para que haja investigacéo e
desenvolvimento de novos métodos para andlises de pesticidas:

De um modo geral:

o Simplificar e automatizar os procedimentos de tratamento das amostras;

* Reduzir o consumo de solventes orgéanicos, eliminando aqueles que séo
téxicos;

Quanto a etapa de extragéo e purificagdo:

* Miniaturizar os procedimentos de partigéo liquido-liquido ou substituir por
outros procedimentos, como a extragéo em fase sdlida (EFS);

¢ Minimizar 0 nimero de etapas de bancada;

e Simplificar os procedimentos convencionais (cromatografia em colunas
de.adsorg&o, cromatografia de permeagio em gel), por meio da utilizagéo
de técnicas miniaturizadas como extragdo em fase sélida (EFS),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou técnicas "on-line' de
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extracdo/purificagio combinadas, que envolvam menores quantidades de
solventes;

Quanto a etapa de separagio e detecgdo cromatografica:

~ o Potencializar a utilizagdo da CLAE para a andlise de pesticidas que néo
possam ser separados por cromatografia gasosa (CG), sem derivatizagdo
prévia;
* Incorporar as etapas de determinacdo por especirometria de massas
(EM), de modo a confirmar as estruturas e poder quantificar em niveis mais
baixos;
o Utilizar detectores mais versateis;

Quanto a aplicagdo dos novos métodos:

e Aplicar os novos métodos de anélise & amostras reais.

I.7. METODOLOGIAS ANALITICAS

As dreas que tém interesse em analise de compostos encontrados em
amostras bioldgicas sdo muitas: ambiental, andlises clinicas, farmacéutica,
medicina legal, etc. [28-30].

A andlise cromatografica de compostos presentes em matriz bioldgica
requer métodos eficientes. As razSes para isto sdo inUmeras, destacando-se a
complexidade da matriz, das quais os compostos sdo obtidos, a existéncia de
proteinas, que sdo incompativeis com as colunas cromatograficas e a

concentracédo dos compostos a serem analisadas, a nivel de tragos [31].
N Para isto necessita-se de procedimentos analiticos, que podem ser
divididos em trés etapas: (i) amostragem (ii) preparo da amostra, isolar e pré-
concentrar -a substancia a ser determinada por tratamento adequado da amostra e
pré-concentrar (iii) analise para identificacdo efou quantificacdo dos compostos e
de eventuais produtos de biotransformacéo.
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[.7.1. Amostragem

A amostragem se refere a coleta e estocagem das amostras. Na analise de
pesticidas em matrizes biolGgicas esta etapa é muito importante e a amostra deve
ser representativa do estado metabdlico do individuo, necessitando de cuidados e
controle na coleta como descrito no sub-item 1.5.6.

A quantidade de amostra coletada deve ser suficiente para realizar a
analise e possivel repeticdo.

Um fator importante a considerar é a estabilidade da matriz, bem como dos
pesticidas e seus metabdlitos, que podem vir degradar na amostra biol6gica
durante a coleta, processamento, estocagem, preparacéo e analise.

Um tempo de estocagem longo aumenta a probabilidade de degradacdo de
certos pesticidas em amostras biolégicas [32). Portanto as anélises de amostras
biolégicas devem ser realizadas o mais rapido possivel apos a coleta, antes que
ocorra a degradacao dos pesticidas.

1.7.2. Preparo da Amostra

Dentre as varias etapas envolvidas no preparo de amostras complexas,
destacam a extragdo do analito da matriz, o "clean up” (remog&o de impurezas), o
ajuste de condicSes (ex. pH), o ajuste de volume e a pré-concentragdo. A etapa de
"clean-up” é importante a fim de eliminar compostos oriundos da matriz que
podem interferir no método analitico. Em anélises cromatograficas, a remocéc de
interferentes preserva a vida das colunas analiticas além de evitar a co-eluicdo
dos interferentes com o analito de interesse.

Existem varias técnicas de preparo da amostra, descritas na literatura [33].
Para amostras solidas podem-se citar a extragdo com fluido pressurizado, com
Soxhlet, com Soxhlet automatizada, por microondas, ultrassdnica e com fluido
supercritico. Como este trabalho baseou-se em amostra liquida, urina, serdo
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descritas as duas técnicas mais utilizadas neste caso, a extracdo liquido-liquido
(ELL) e a extrag&o em fase sélida (EFS).

~1.7.2.1. Extracao Liquido-Liquido (ELL)

A analise de compostos presentes em amostras bioldgicas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia é dificil, por causa do grande numero de
substancias presentes na matriz e porque os compostos de interesse encontram-
se em baixos niveis de concentracéo [34].

A extracdo de compostos endbégenos da matriz, se ndo for feita
cuidadosamente, removendc totalmente os compostos, pode prejudicar a
detecgéo do analito.

A técnica de extragdo liquido-liquido (ELL) € classica no preparo de
amostras complexas, baseando-se na Lei de Distribuicdo de Nemst. O analito €
distribuido entre dois liguidos imisciveis e existe uma relacdo definida entre a
atividade do analito nas duas fases em equilibrio, a uma dada temperatura e
pressdo [35]. A constante de equilibrio & conhecida como coeficiente de partigéo
ou coeficiente de distribuigdo (Kp). O valor desta constante € dado pela razdo das
solubitidades do analito nos dois solventes. O valor de Kp pode ser aumentado
pelo ajuste do pH, prevenindo a ionizacio de acidos ou bases, pela formagao de
par idnico com sofutos ionizaveis, pela formagdo de complexos lipofilicos com ions
metalicos ou pela adicdo de sais neutros, para diminuir a solubilidade de
compostos organicos na fase aquosa [36,37].

| O analito pode estar presenie em diversas formas, dissociado, ou
- complexado com qualquer outro componente da amostra, assim como pode
interagir com um dos solventes. Extragbes sucessivas e afinidade do soluto pelo
tipo de solvente extrator (hexanoc, diclorometano, cloroférmio, etc.) aumentam a
eficiéncia e seletividade da extracéo [38,39].

A ELL possui suas vantagens por ser de baixo custo (utiliza tubos de
centrifuga ou funil de separacéo), poder utilizar um grande nimero de solventes
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puros, fornecendo uma ampla faixa de solubilidade e seletividade e os analitos
podem ser extraidos da maior parte dos componentes enddgenos, dependendo da

escolha do solvente e do pH [40,41]. Além disso, pode ocorrer a denaturacdo das

proteinas [30], evitando a contaminagdo da coluna cromatografica.

Como desvantagens da ELL pode-se citar: impurezas do solvente séo
concentradas junto com a amostra; formagdo de emulsGes, resultando em um
grande consumo de tempo; amostras que possuem alta afinidade pela agua nao
s&o totaimente extraidas pelo solvente organico, resultando em perda do anaiito;

'pode ocorrer adsorgéo do analito na vidraria; pode ocorrer decomposicido de
compostos instaveis termicamente; dificil automaggo; susceptivel a emos e sujeita
a contaminacéo.

1.7.2.1.1. Aplica¢Ses de ELL a Fluidos Biolégicos

A CLAE foi empregada na andlise de 8 herbicidas clorofenoxi {entre eles
2,4-D) e 2 benzonitrilas para auxiliar nos diagndsticos de envenenarnento agudo.
Varias amostras de fluidos biolégicos (sangue, plasma ou urina), apos ELL, foram
analisadas em coluna Spherisorb S5 utilizando como fase mével ortofosfato
diidrogénio de potassio (50 mmol L', pH 3,5) e acetonitrila (3:1 viv). Este método
foi capaz de separar a mistura dos herbicidas clorofendxidos e benzonitrila. O
limite de detecf;éo foi de 10 mg L* para cada classe dos herbicidas, e as
estimativas de desvios padrio relativos foram menores que 8%, para todos os
analitos [42].

 Um procedimento automatizado foi desenvolvido para a preparacéo e
andlise, usando CG, de 34 drogas basicas e neutras presentes em amostra de
urina. A preparagéo consistiu de ELL de 250 uL de urina, em solucédo aicalina, com
100 ulL de éter metil terc-butilico. Apés separagio, a fase organica foi
" automaticamente injetada no cromatdgrafo e analisada. Foram conseguidas altas
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recuperagbes e o limite de detecgéio da maioria das drogas foi menor que 0,5 ug
‘'mL"", obtendo boa exatidao e preciséo [43].

Clarke [44] descreveu a extragdo liquido-liquido para o isolamento de
drogas em urina de paciente que ingeriu uma superdosagem, por tentativa de |
suicidio ou por engano. O procedimento de preparo da amostra foi muito
trabathoso, uma vez que o pH da amostra foi vérias vezes ajustado a valores
acido e bésico e as fases organicas e aquosas separadas foram extraidas com
vérios solventes como éter etilico, cloroférmio, acetato de etita:alcool isopropilico
(9:1 viv). A identificacio efou quantificagéio dessas drogas foram feitas por CLAE
ou CG.

Beeson et al. {45], desenvolveram um método de diluigio isotdpica para
quantificar, na urina, metabdlitos da atrazina, malation e 2,4-D. A amostra de urina
foi enriquecida com uma solugdo isotopica combinada com padréo intemo. Foi
ajustado o pH da urina para 3,7 com adigdo de 10% de acido suifurico. Em uma
parte desta amostra foi adicionado éter etilico, apés o ajuste do pH. A amostra foi
misturada, em um amostrador rotatério, por 5 min em 30 rpm e, apés, centrifugada
por 10 min em 2000 rpm. A camada orgénica foi transferida para um outro tuboe a
etapa de extracéo foi repetida, incluindo a rotag&o e centrifugagéo. As camadas
organicas foram combinadas em um mesmo tubo e concentrada a
aproximadamente 50 pL. Em seguida a amostra foi analisada usando a2 CLAE-EM-
EM. Os limites de deteccéo foram menores que 0,5 ug L, obtendo alta exatiddo e
precis&o.

Através da CLAE-EM, usando interfaces de impacto de elétrons e
| ionizagdo quimica, foram identificados diuron e seus 4 metabdlitos em urina [46].
O pfé-tratamento da amostra foi feita com 250 pb da urina, na qual foi adicionado
1 mL de um tampao borato (50 mmol L), pH 10. A seguir, a amostra foi extraida
com 10 mL de diclorometano. A camada organica foi evaporada e o residuo foi
redissolvido em 500 pul de fase mével para ser injetado no cromatégrafo a liquido.

Um método foi desenvolvido para determinagdo de anilina halogenada (3,4
dicloroanilina, cloroanilina e bromoaniiina) em urina usando a CLAE com deteccao
eletroquimicé. 10 mL de urina foram hidrolisadas por adicdo de HC!. Os tubos,
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contendo as amostras, foram aquecidos por 1 h. A seguir os tubos foram
resfriados & temperatura ambiente e a solugdo foi lavada varias vezes com
hexano, o qual foi descartado. Foi adicionado NaOH para neutralizacéo e as
anilinas foram extraidas sucessivas vezes com hexano. Para retornar as anilinas
para a fase aquosa, as fragbes hexanicas combinadas foram extraidas com uma
solug&o de 5% de HsPO, e, apds ajuste, o volume final foi injetado diretamente no
cromatografo a liquido [47].

Os herbicidas diuron e vérios metabdlitos, a) 1-(3,4-dictorofenil)-3-metil
‘uréia (nordiuron), b) 34-diclorofenit uréia (bisnordiuron), ¢) 6-hidroxi-3,4-
diciorofeniluréia e d) 3,4-dicloroanilina, foram determinados por CLAE com
detecgdo por UV [48]. Os pesticidas foram extraidos através da extragéo liquido-
liquido (ELL) com ajuste da urina em pH 2 e extraida com diciorometano, e a
camada organica foi transferida para um tubo. Apds, a urina foi ajustada em pH 11
e reextréida novamente com diclorometano. A camada orgénica foi evaporada até
a secura. O residuo foi analisado em um cromatografo a liquido. As recuperagdes
dos metabdlitos (a), (b) e (d), extraidos da urina, foram determinados. O
metabdlito fendlico (c) foi extraido com uma eficiéncia de 40% em pH na faixa de 2
a7e0%empH11.

Um método de derivatizagdo foi utilizado no preparo da amostra para
determinar 2,4-D em urina por CG [49]. A amostra de urina foi fortificada com
solugéo estoque de 2,4-D, acidificada com HC| e extraida com benzeno. O extrato
benzénico foi coletado e agitado em um tubo com sulfato de sédio anidro. A
reacdo de metilacéo foi realizada pela adigéo de uma solugdo de sulfato de dimetil
no extrato benzénico e mantida a 55°C, por 10 min. A seguir foi adicionado
solucdo de cloreto de sddio saturado e benzeno. A mistura foi agitada e
centrifugada a 2500 rpm por 5 min. O extrato benzénico contendo éster metilico foi
_ evaporado a 0,5 mL. A eluigio de 2,4-D metilado foi feita através de uma coluna
de silica gel usando benzeno-hexano. O extrato de urina, contendo éster metilado
de 2,4—, foi colocado em uma coluna pré-tavada com 40% benzeno-hexano e
- 60% benzeno-hexano e eluido com uma mistura de benzeno-hexano. O eluato foi
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coletado e concentrado & 5 mL, sendo que uma aliquota de 5 uL foi injetada no
cromatégrafo a gas.

'1.7.2.2. Extracdo em Fase Solida (EFS)

A extragdo em fase sélida (EFS) existe na sua forma moderna desde a
década de 70, com a introducgdo dos tubos de extragdo. Entretanto, foi a partir de
1994 gue a EFS adquiriu maior popularidade, quando os fabricantes introduziram
84 produtos EFS e inUmeras fases estaciondrias. O interesse pela EFS tem

~diminuido a preferéncia por ELL, mesmo em métodos oficiais como os propostos
pela Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) [50].

A EFS é& uma técnica de separagdo liquido-sdlido, baseada nos

mecanismos da cromatografia liquida de baixa presséo, também conhecida como
| cromatografia liquida classica. Dessa forma fundamenta-se na interagio molecular
especifica entre o analito e 0 sorvente e posterior eluicio do composto de
interesse com um solvente apropriado [51]. O sucessc dessa técnica depende da
afinidade relativa da substancia a ser extraida da matriz com o sorvente e da
facilidade de elui¢i&o dessa substancia pelo solvente extrator [52].

Existem varias formas de operagdo da EFS, tais como pré-concentracéo de
analitos presentes a nivel de tragos, isolamento do analito da matriz ou isolamento
da matriz do analito e como recipiente para estocar e transportar amostra {53].

A EFS emprega sorventes recheados em cartuchos, nas formas de barrit ou
seringa. Um cartucho tipico é formado por um tubo de propileno podendo conter
50 a 500 mg de sorvente.

Em geral, existem cinco etapas no procedimento de EFS: 1) ativagéo do
sorvente para deixar os sitios ativos disponiveis; 2) condicionamento do sorvente
com solvente adequado, para ajustar as forgas do solvente de eluicio com o
solvente da amostra; 3) adi¢do da amostra, quando ocorre a retengdo do analito e
as vezes de alguns interferentes; 4) limpeza (lavagem) do tubo, para retirar os
interferentes menos retidos que o analito; 5) eluicdo e coleta do analito [54]. A
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Figura 1.4 mostra as principais etapas envolvidas na EFS guando o objetivo &

isolar um composto presente em uma amostra complexa.
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A) C) D)
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Figura L.4 — Principais etapas empregadas em EFS visando o isolamento de um

composto (ou classe de compostos).

Atualmente, existe um grande numero de sorventes disponiveis
comercialmente. A Tabela 1.7 cita alguns exemplos de fases sélidas.

A escolha da fase solida esta condicionada a polaridade do analito. Se este
for polar, a fase escolhida devera ter caracteristica polar ou moderadamente polar.
Dependendo da escolha do soilvente de condicionamento e de eluigéo, os grupos
mais usados como sorventes a base de silica quimicamente ligada podem ser
~ divididos em 3 grupos: 1) fase reversa (FR), quando o sorvente & menos polar que
o solvente de eluigdo; 2) fase normal (FN), quando o solvente &€ menos polar que o

sorvente e 3) troca idnica (T1).
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Tabela 1.7 - Classificagdo genérica para a escolha da fase solida apropriada em
EFS.

® Soluvel em solvente organico:

Pol Ciano (CN)
olar Dicl(COHCOH)
Amino (NH2)

Silica gel (SiOH)
Moderadamente polar Florisil (Mg2SiOs)

Alumina (Al2O3)

- OctadeciI(C1g)
Néao Polar Octil(Cs)
Cicloexil(CsH12)
Fenil(CeHs)

¢ Soludvel em agua
I6nico: catidnico Ciano(CN)
Acido Carboxilico (COOH)
Acido sulfonico (CsHs-SO3H)

{énico: aniénico Amino (NHz)
N&o ibnico mesmo critério para analito

solivel em solvente orgéanico,
com excecio dos apolares.

Fonte: Zief, M.; Kiser, R. Solid-phase extraction sample preparation. J. T. Baker Inc., USA.

Os dois principais mecanismos de retengédo do composto de interesse no
suporte sélido sdo a adsorcéo e a particao [54]. Estes mecanismos estao
associados a processos quimicos e fisicos que atuam durante 0 processo de
separagdo. Dentre as principais for¢as quimicas atuantes entre as moléculas do
analito e do sorvente (fase sdlida) destacam-se as forgas idnicas, ligagoes de
hidrogénio (pontes de hidrogénio), interagbes do tipo dipolo-dipolo, dipolo-dipolo
induzido, dipolo induzido-dipolo induzido (forgas de dispersao).
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O processo de adsorgdo de uma molécula ou ion em uma matéria solida &
um processo dindmico que ocorre com a diminuiggo da energia livre até alcangar
um minimo, que é o ponto de equilibrio. A concentragdo do analito no solvente de
eluicdo ou na fase sdlida sera dada peio coeficiente de distribuigdo parcial.
Quando comparado com a ELL, o coeficiente de distribuicdo em EFS & maior,
porque o processo de adsorgdo envolve dois mecanismos: adsorcao na superficie
da matéria sélida e interagdes do analito com o solvente de eluigdo [55].

No mecanismo de particdo as fases utilizadas sdo quimicamente ligadas,
onde existe uma pelicula liquida de material orgénico, recobrindo a superficie de
um suporte sélido, geralmente a silica. As interages, baseadas em diferencas de
solubilidade, ocorrem entre os compostos de interesse e os grupos organicos, que
podem ser cadeias de hidrocarbonetos simples (fase reversa), cadeias de
hidrocarbonetos ligados a grupo funcional polar (fase ligada polar) ou fase ligada
de troca ibnica [54].

A EFS tém provido algumas melhorias na remocéo de substancias de
fluidos biolégicos, incluindo reducéo do volume do solvente extrator, maior rapidez
na andlise devido a eliminagio de etapas de centrifugacdo e filtragdo, aumento da
eficiéncia da extragéo, auséncia de formagéo de emulsdes, menor manuseio do
analista, volume de evaporag&o diminuido e facil mecanizag&o quando comparada
a tradicional extracéo por solvente (ELL) [56-58]. Outras vantagens s&o. maior
seietividade, limpeza do extrato e resultados mais reprodutiveis [51]. Como
desvantagem pode citar o alto custo dos tubos, gque séo importados.

Nos dltimos anos, a extragdo em fase sdlida tem sido utilizada em
laboratérios como um recurso excelente para extrair xenobibticos de matrizes
- biologicas. Vérias classes de substancias podem ser efetivamente extraidas e
separadés, de acordo com as suas propriedades fisico-quimicas, através desta
técnica [59].
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1.7.2.2.1. Aplicagbes de EFS a Fluidos Biologicos

A EFS usando resina XAD-2%, Celite 560° e silica ligada a octadecil (C-18)
tem sido usada para remover drogas livres € conjugadas e esterdides presentes
na urina [60).

Um procedimento de EFS foi desenvolvido para isolar drogas acidas,
basicas e neutras em plasma, podendo também ser usado para amostra de urina.
As recuperacdes das 25 drogas testadas excederam 82%. Apbs o plasma ter sido
diluido com tampé&o fosfato (pH 6), as drogas foram extraidas usando uma coluna
Bond Elut Certify®. Drogas acida e neutras foram eluidas com acetona/cloroférmio
(1:1 viv) e as drogas basicas foram eluidas com acetato de etila amoniacal 2%. As
fracdes foram analisadas por CG, com uma coluna capilar e detector FID [61].

Colunas Bond Elute Certify® e Clean Screen DAU® foram testadas com
relagdo a reprodutibilidade, apresentando bons resultados [62]. Silica
guimicamente ligada, carbono grafitinizado e troca ibnica foram utilizados em EFS
para isolar herbicidas como acido 2,4 diclorofenoxiacético {63]. "

Duas revisbes descreveram procedimentos de EFS para andlises dos
pesticidas e contaminantes organicos [64], incluindo a classe das triazinas e
produtos de degradagdo [65], destacando o alto potencial das resinas de

- poliestireno divinilbenzeno em rela¢éo a C-18, para enriquecime'nto de tragos de
compostos polares em agua.

Atualmente aumentou o interesse em colunas recheadas com suporte
contendo anticorpo ou com polimeros impressos molecularmente, conhecidos

~ como MIP, na andlise de drogas bem como de herbicidas da classe das triazinas
présent‘es em amostras biolégicas. As etapas de extragdo, concentracdo e
~ isolamento s&o pdSsiveis em um tnico passo [66). Os MIP sdo obtidos através da
preparacéo de polimeros sintéticos com sitios de reconhecimento e tém uma
seletividade pré-determinada para um ou mais analitos [31].

Um procedimento "on-line” foi desenvoivido por Bjarnason et al. [67],
consistindo de EFS empregando um polimero impresso molecularmente (MIP),
seguida de 'ané'lise por CLAE, usando coluna C-18 para detecgéo de triazinas,
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como simazina, atrazina, propazina e seu metabdlito terbutilazina em amostras
aquosas contendo acidos humicos. 'Este procedimento estd sendo investigado
para analise de urina. O bom desempenho e a alta seletividade de MIP mostraram
que ele pode ser usado, favoravelmente, para separar amostras enriquecidas com
pesticidas em uni&o com a cromatografia em fase reversa. Entretanto esta é uma
técnica que ainda ndo estd muito difundida e bem estabelecida para ser
implantada em analises de rotina.

Kumazawa et al. [68] publicaram uma metodologia para analise de triazinas
‘em urina e soro humano, usando cartucho Sep-Pak C18, o qual foi pré-
condicionado com 10 mL de cloroférmio. Depois de adicionar agua destilada as
amostras de soro e de urina, contendo os herbicidas simazina, atrazina,
propazina, cianazina, ametrina e prometrina, elas foram percoladas no tubo C-18 e
a eluicio foi feita com cloroférmio/metanol (9:1 viv). Os herbicidas foram
determinados por CG com detecgao por ionizagéo em chama (FID) e por fésforo-
nitrogénio (NPD). Os limites de detecg#io obtido para as triazinas em CG usando
FID e NPD foram de 0,2-1,4 ug e 20-80 ng para imL de soro ou urina,
respectivamente. |

Dois métodos foram desenvolvidos para a determinagéo de atrazina e seus
metabdlitos em urina. Um deles utilizou a extragdo acida com sorvente fenil e o
outro a extragdo basica em coluna C2, seguidos de andlise por cromatografia
gasosa (CG), CG-EM e cromatografia liquida de atta eficiéncia (CLAE). A retengdo
ou excluséo dos materiais imunoreativos da urina utilizando cada uma destas
técnicas de EFS também foi avaliada usando a técnica ELISA. Com a EFS usando
sorvente fenil foram identificados alguns compostos de degradacéo, isto é, os
metabdlitos, porém a atrazina n&o foi detectada por CG ou CG-EM. Ja a
combinagdo de EFS, CLAE e imunoensaio mostrou limite de deteccdo de
aproximadamente 20 ng mL™ para atrazina e seus metabélitos [69].

Bodalbai et al. [70] descreveram um método para determinagéo de atrazina
e seu3"metabélitos em urina, o qual consistiu na precipitagcdo de proteinas,
| acidificac&o seguida de EFS, em tubo de troca-ibnica, para remover os compostos
anidnicos em pH 3. A seguir, a amostra foi basificada e submetida a extragéo
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liquido-liquido com acetato de etila. Finaimente, a amostra foi purificada por EFS
em tubo de silica, para remover compostos apoiares e os altamente polares que
ficaram sorvidos na silica. As determinagtes foram realizadas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

.. Um procedimento de EFS usando tubo de estireno-divinilbenzeno (S-DVB)
para extracdo e "clean-up" dos herbicidas, atrazina, simazina, amefrina e
promefrina e os metabdlitos dialquilados da atrazina, presentes em amostras de
urina, foi desenvolvido e otimizado por CLAE e CG [71]. O tubo de extracio de S-
DVB foi condicionado pela passagem de acetonitrila € agua deionizada e a seguir
a amostra de urina foi percolada pelo tubo a uma vazéo de 5§ mL min™'. Quando as
amostras foram analisadas por CLAE, os tubos de S-DVB foram lavados com 20
mL de acetonitrila e quando analisados por CG a lavagem foi feita com 20 mL de
agua. Em ambos os casos os pesticidas foram eluidos com acetona e o eluato foi
evaporado com N,. Para andlises por CLLAE o residuo foi diluido em 2 mL de agua
- e para andlises por CG em 2 mL de n-hexano e agitado em vortex por 1 min. Os

limites de detecgdo obtidos para a urina foram de 10 ng mL™ para os herbicidas
analisados por CLAE e CG e 20 ng mL™ para as clorotriazinas monodialquiladas
analisadas por CLAE.

Um método para determinar 2,4-D em amostras de urina de individuos
expostos ocupacibnalmente foi desenvolvido [72]. O 2,4-D foi extraido usando a
EFS com tubos C-18. Inicialmente os tubos foram condicionados com acetato de
etita, metanol e agua. A seguir 10 mL de urina foram transferidos para o tubo de
extracdo. O tubo da centrifuga, onde estava a urina, foi lavado com agua
acidificada, 1% de acido sulfarico em agua, e ap6s agitagdo, em vortex, foi
‘transferida para o tubo de extracdo. Este procedimento de lavagem foi repetido
com adicdo de 0,5 mL de agua acidificada. Os analitos foram eluidos usando
" acetato de etila. O extrato foi derivatizado com uma solucdo de diazometano e
evaporado com N». O residuo foi reconstituido em 0,4 mL de solugéo contendo 0,2
ng uL™" de crisene-ds2 em tolueno. O crisene-ds2 foi usado como um padréo interno
para determinar por CG, a concentragéo de 2,4-D. A faixa de recuperacéo para
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amostra de urina fortificada com 2 e 20 ng mL" foi de 100% e 93%,

respectivamente. O limite de detecg&o foi estimado em 0,75 ng mL™.
| Dois métodos para a quantificacio de 2,4-D e de &cido 2-metil-4-
clorofenoxiacético (MCPA) em urina foram comparados [73]). O primeirc foi um
método de CLAE usando coluna C-8, com supress&o idnica e detecgdo por arranjo
de diodos. Os extratos de urina foram purificados por EFS em colunas capilares
de silica. O limite de deteccdo do método foi de 15 ug L' para ambos os
compostos. O coeficiente de variagdo para a concentragio de 125 ug L' foi de
6,2% para 0 2,4-D e de 6,8% para o MCPA. A média das recuperagfes das
andlises foi 81% para o 2,4-D e 85% para © MCPA. O segundo método baseou-se
em CG, onde os compostos foram derivatizados com pentafluorbenzilbrometo
para éster pentafluorbenzil, e separados em uma coluna capilar. Antes de ser
analisado por CG, a amostra de urina foi purificada por EFS em coluna capilar.
Este método apresentou limite de detecgdo de 1 ug L™ para ambos 0s compostos
‘e coeficientes de variagéo para a concentragéio de 30 pg L™ foi de 8% para o 2,4-
D, e de 5,5% para o MCPA. A média de recuperacso foi de 87% parao 24-D e
94% para o MCPA.

1.8. METODOS CROMATOGRAFICOS PARA ANALISE DE
PESTICIDAS |

O ponto de referéncia para selecionar o método cromatografico mais
adequado para o estudo de pesticidas, nas areas ambiental e médica, séo as suas
propriedades fisico-quimicas. A baixa concentragdo em que se encontram os
pesticidas em matrizes biolégicas e em amostras do meio ambiente exigem
detectabilidade elevada.

Na.década de 60, a cromatografia gasosa (CG), utilizando coiunas
recheada‘s,i foi adotada devido & sua capacidade de analisar multirresiduo de
pesticidas. Através dd desenvolvimento de colunas capilares e detectores mais
seletivos e mais sensiveis, aumentaram o nimero de pesticidas detectados em

45



Introdugéao

uma unica andlise. Devido a estas caracteristicas a CG é— a técnica mais
amplamente utilizada para andlise de residuos de pesticidas [74].

O crescente aumento no uso de substancias mais sollveis em agua e,
portanto, mais potares, tornou a CLAE um método atraente na determinagac de
pesticidas. Além disso, varios pesticidas utilizados atualmente s&o termicamente
instaveis, ou ndo s&o volateis, necessitando de etapas de derivatizag&éo para
serem analisados por CG [75,76]. Por exemplo, os herbicidas pertencentes a
classe das uréias sdo termolébeis e degradam em isocianatos efou anilinas, como
& o caso do metabdlito 3,4-dicloroanilina, formado na decomposigdo térmica dos
herbicidas diuron e linuron. Embora tal degradac&o represente uma solug&o para

contaminagio do meic ambiente, a andlise destes pesticidas por CG requer uma
| etapa de derivatizagio, que faz com que o tempo e o custo da andlise sejam mais
elevados, e algumas vezes resulte em recuperagbes insatisfatorias. Poucos
trabalhos na literatura ressaltam a avaliagdo de dicloroanilinas, como um
metabdlito, em urina de pessoas expostas ou ndo ocupacionalmente [77].

Vérios tipos de pesticidas, pertencentes a diferentes classes, podem ser
adequadamente separados e determinados por CLAE. O uso frequente da CLAE
com fase reversa se deve: (i) & grande disponibilidade de colunas analiticas de
alta resolucéo; (ii) ao aumento da detectabilidade dos detectores de UV-Vis e por
arranjo de diodos; (iii) ao desenvolvimento de detectores sensiveis e seletivos (por
exemplo: fluorescéncia, espectrometria de massas ou eletroquimico), (iv) a
facilidade de acoplamento das etapas de pré-concentragéo e anéalise das amostras
e (v) & possibilidade do desenvolvimento de métodos multirresiduos. Lawrence e
Turton [78] listaram 166 pesticidas que foram analisados por CLAE usando
" colunas analiticas de fase reversa, a base de octadecil, ciano (CN), NH2 e outros.

Com a recente introdugdio no mercado do equipamento de CLAE acoplado
ao eSpectrémetro de massas, andlises mais eficientes estdo sendo obtidas. O
- potencial da.CLAE-EM em separar, confirmar e quantificar analitos polares toma
esta técnica um atrativo para andlise de uma vasta classe de pesticidas [79]. Esta
técnica cromatografica sera descrita a seguir.
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1.8.1. Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de
Massas (CLAE-EM)

Recentemente grandes avangos em instrumentag&o e no desenvolvimento
‘de- novas e revoluciondrias técnicas revitalizaram, acentuadamente, a

Espectrometria de Massas (EM), que constitui hoje uma das mais abrangentes
técnicas instrumentais, com amplas aplicagées em diversos campos da quimica,
biologia, ciéncias médicas e tecnolégicas. Com seus novos horizontes e amplas
berspectivas de desenvolvimento, a EM vem se consolidando como uma
ferramenta extremamente versatil e essencial, tanto em pesquisas aplicadas como
nas mais fundamentais. A EM tem exercido papel de grande destaque, com
crescente atuagdo, podendo ser acoplada a CLAE ou a CG.

A espectrometria de massas se tornou uma técnica importante na andlise
molecular dos analitos fornecendo dados de massa moiar e de sua estrutura. Os
ions e suas cargas elétricas sdo controlados por varios campos elétricos, sendo
separados pela razéo massa/carga (m/z) no analisador de massas. O resultado é
um grafico de abundéncia relativa dos fons produzidos em fungdo da massa/
carga. O espectrdmetro de massas & constituido das seguintes partes: introdugao
da amostra, fonte de ionizagéio ou interface, analisador de massas, detector de
ions e aquisicdo de dados.

A fonte de ionizacéo & responsével peia produgéo dos ions apés a injec2o
da amostra no espectrometro de massas. A ionizacio dos ions pode ser realizada
por varios métodos, sendo os principais o de impacto de elétrons (El) e ionizacgéo
quimica (CI).

Uma vez formado os ions, eles sdo analisados pelo analisador de massas,
de acordo com a sua razdo massal/carga. Os analisadores de massas mais
comuns s&o quadrupolo (triplo quadrupolo), setor magnético, "jon trap"
(quadrupolo " ion trap") e "time of flight" {(quadrupolo TOF) [80].

A grande vantagem do detector EM é que ele pode ser consideradc um
detector universal para a CLAE, e também seletivo, possui boa detectabilidade
(baixos limites de detecg&o), pode ser utilizado para a confirmagédo de analitos
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(massa molar e informagéo estrutural), fomece informagdes sobre a pureza dos
picos e sua alta seletividade possibilita a analise de compostos com picos
sobrepostos.

1.8.1.1. Espectrometria de Massas e Interfaces da

Cromatografia Liquida

Apesar do grande interesse no acoplamento de Cromatografia Liquida com
Espectrometria de Massas algumas incompatibilidades proprias as técnicas
tiveram que ser superadas. As trés maiores dificuldades em combinar estas duas
técnicas analiticas poderosas foram:

e Aparente incompatibilidade de introduzir as altas vazoes usadas em

CLAE, geraimente 1 mL min”, empregando colunas convencionais de CLAE, as
denominadas colunas analiticas, para o interior do aito vacuo do espectrémetro de
massas;

e A incompatibilidade dos solventes usados como fase mével em CLAE,
que frequentemente envolvem o uso de aditivos nao volateis, tais como tampdes,
reagentes par-idnico, etc;

e A dificuldade de ionizag8o de compostos altamente polares, instaveis
termicamente, idnicos e de massa molar alta.

Nos Gltimos anos, muitas pesquisas foram realizadas com o objetivo de
minimizar as incompatibilidades existentes, através do emprego de diferentes
interfaces. Uma interface é um dispositive colocado entre o cromatografo e o EM
' ‘que serve para remover o solvente e transferir a amostra para a fonte de ions.

Existem diferentes tipos de interfaces para CLAE-EM [81-83], tais como
direct liquid introduction, continuous-flow, fast atom bombardment (FAB), particle
beam (PB), termospray (TS), electrospray (ES) ou atmospheric-pressure chemical
ionization {APCI).
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Ultimamente, estdo sendo muito utilizadas as interfaces baseadas em
lonizagdo a Pressao Atmosférica (API), que inclui a ionizagdo quimica a presséao
atmosférica (APCIl) e a electrospray (ES). Na Figura 1.5 esta representado um
diagrama esquematico, que indica as areas de aplicagdo das interfaces de
electrospray e APCI, em termos de polaridade e de massa molar do analito de

interesse [84]. Como pode ser visto CLAE-EM com ES é a interface mais
abrangente.

100000 i “
Electrospray
2 10000 —
o
]
=
g -—/
apolar Polaridade do analita muito polar

Figura 1.5 - Faixa de aplicagdo das interfaces de ionizagdo quimica a pressao
atmosférica (APCI) e electrospray.

1.8.1.1.1. Interface "Electrospray" (ES)

A interface "electrospray” € uma técnica simples de introducéo de liquidos
no espectrdmetro de massas, opera a pressdao atmosférica e a temperatura
moderada, constituindo em uma ionizagdo suave. O processo de ionizagdo em

"electrospray”, conforme mostra a Figura 1.6, se divide nas seguintes etapas:
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nebulizacdo da solugdo da amostra em gotas altamente carregadas, liberagao dos
ions das gotas e transporte dos ions para a regido de alto vacuo do analisador de
massas do EM.

Entada (CL) 'Y
Gas (mebulizagio)

Regido de
= focalizac® do fon, Quadmpolo, Detector =

Sprayer &
(-]

Figura 1.6 - Esquema da interface ES utilizada em equipamentos da Hewlett
Packard [79].

O mecanismo de ionizagéo resulta da evaporagao de moléculas neutras do
solvente acompanhada pelo aumento da forga do campo elétrico na superficie da
gota. A densidade de carga nas gotas aumenta até atingir o limite de instabilidade
Rayleigh, onde a instabilidade da superficie, induzida pelo campo, ocasiona a
formagao de um jato de liquido na superficie da gota, emitindo gotas menores,
também carregadas, (explosdes coulémbicas) [85-87]. Este processo de
evaporagao na superficie das gotas continua ate um certo campo elétrico critico,
quando se inicia a emiss&o direta de ions dessolvatados das microgotas. A
evaporagao das gotas é estimulada pelo uso de um gas contra-corrente aquecido
ou por aquecimento do capilar.

A ionizacao "electrospray” pode ser afetada por varios fatores, tais como

parametros de operagé@o do EM como vazdo do gas de nebulizagéo, N, e de
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secagem, pressao e temperatura; voltagem do capilar e corrente da cémara.
Considerando as solugdes quimicas também pode ser obtida uma boa ionizagéo
Iévando—se em conta o efeito do pH do tampéo (depende do pKa do analito);
composigdo do tampé&o (volatilidade, concentragdo e presenca de aditivos e
selegdo do solvente).

Na interface de “efectrospray” deve-se utilizar tampdes com pH altos para
ions negativos e pH baixos para ions positivos:

Modo ion positivo RNH; + HA > RNH," + A

Modo ion negativo RCOOH + B: - RCOO + HB'

O tamp&o deve ser volatil e possuir concentragéo baixa (< 50 mmol L™). Os
aditivos utilizados no modo ifon positivo sdo acidos acético ou formico (1-2%),
trifluoroacético (0,1%). No modo ion negativo se utiliza NH4OH ou trietilamina
(0,5%).

A técnica de ES apresenta vantagens por ser a interface mais sensivel que
existe para CLAE-EM; é dtil em uma larga faixa de polaridade do analito (média e
alta); € util na andlise de moléculas grandes com mudiltiplas cargas, proteinas e
peptideos e é de facil operagdo e manutengdo [88]. Como qualquer técnica
apresenta desvantagens: adutos podem ser formados com ions ou moléculas
neutras presentes na solugédo, (por exemplo aménio ou sdédio); requer vazbes
menores ou iguais @ 1 mL min'; é menos util para analitos apolares e a

composigdo da fase mével pode influenciar na ionizagao.

51



Introdugao

1.8.1.1.2. Interface de lonizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica

(APCI)

A ionizagdo quimica & pressdo atmosférica (APCI) € uma técnica de
ionizagdo que ao atuar a press&o atmosférica consegue altos rendimentos para
analitos menos polares.

A Figura 1.7 mostra o esquema da interface APCI, que consiste de uma
sonda de entrada da amostra provida de um nebulizador pneumatico, inserido em
uma camara de nebulizagao aquecida, onde se encontra um eletrodo em forma de
agulha (corona de descarga). Este produz uma descarga elétrica, que se mantém
entre este eletrodo e um contra-eletrodo situado no final da camara de

nebulizagéo [89].

Entrada (CL) )
= - Nebulizador
a
Vaporizador —p. skimmers
aquecido # octapolo Detector
Capilar

Corona /

Zona de Lentes Quadrupolo
fragmentagdo
(CID)

Figura 1.7 - Esquema da interface APCI utilizada em equipamentos da Hewlett
Packard [79].

A fase movel, contendo as moléculas do analito, atravessa a sonda, e é

convertida em aerosol, gracas a agdo de um gas nebulizador, 0 nitrogénio.
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Pequenas gotas sdo formadas, algumas deias contendo excesso de carga positiva
ou negativa, que avangam pela cdmara aquecida (sonda), dessolvatando-se
' pouco a pouco, sendo arrastadas por um fluxo de nitrogénio (contra-corrente). Ao
diminuir-se o tamanho das gotas, aumenta-se 0 campo elétrico em seu interior,
favorecendo entdo a repulsdo idnica por repulsdoc de particulas carregadas de
igual sinal.

A descarga, presente na fonte, produz um plasma de ions reativos do
solvente, o que origina 0 mecanismo de ionizagéo quimica (CI), normalmente por
adicéo de prétons, formacgéo de adutos ou reagdo de troca de carga, quando se
opera no modo ion positivo, ou por abstragéo de um préton, anexag&o de anions
ou reacédo de captura de elétrons, quando se opera no modo ion negativo. Este
mecanismo, gue coexiste com o de evaporagdo idnica, produz ions (M+H)*
positivos e (M -H)" negativos. As reagdes que ocorrem para ionizagdo do analito
no modo ion positivo s&o:

e + N2 - No' +2¢

N2 + solvente — (solvente + H)* + N

(solvente + H)* + A — (A + H)* + solvente

A interface APCI tem a vantagem de aceitar vazdes de 1 a 4 mL min™,
apresenta boa detectabilidade para compostos menos polares e com massas
molares ndoc muito altas, sendo complementar a ES e € menos sensivel aos
efeitos das solugdes quimicas. Como desvantagens, esta interface ndo pode ser
empregada na anélise de compostos termicamente instéveis e moléculas grandes
multicarregadas como peptideos; é menos adequada para fase mével com alta
concentracéo de acetonitrila ¢ tampbes com alta forga idnica e requer que os
analitos possuam alguma volatilidade.

A combinagédo EM-EM fornece possibilidades adicionais, porque ambos os
analisadores podem ser operados em um modo de varredura ("scan") ou em um
modo de ion seletivo (SIM). O modo de monitoramento de reagéio selecionada
(SRM; SIM em ambos os analisadores), algumas vezes denominado
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monitoramento de reagdes multiplas, MRM, é uma poderosa técnica para a
quantificacéo de pequenas quantidades de analitos em matrizes complexas [20].

Nos ultimos anos é crescente o emprego de CLAE-EM na analise de
amostras biolégicas e ambientais [28,91]. A preparacdo da amostra € realizada
por extracao liquido-liquido, por extragdo em fase sélida "off-line" ou "on-iine' em
colunas de fase reversa, ou imunoafinidade [92].

As condicdes cromatograficos usadas séo bastantes similares as classicas
colunas C-18, com eluicdo isocratica ou por gradiente, usando misturas de
tampbes volateis, tais como acetato de amédnia, com pH variave! e modificadores
organicos, tais como metanol ou acetonitrila. Adigdo de pré-coluna ou de pds-
coluna de &cidos volateis, tais como acido formico, &cido acético ou trifluoracético,
melhoram a ionizagdo do analito. ES ou APCI s&o normaimente empregadas em
combinacio com detecgio por EM e EM-EM.

A confirmac&o da presenca de pesticidas em amostras reais tem sido feita
por CLAE/EM com diferentes interfaces e matrizes, mas a maioria dos estudos
estdo sendo realizados com solugdes preparadas com padrées de pesticida.

A Tabela 1.8 resume as matrizes, método de extrag@o, interface, modo de

deteccdo e os parametros de validacdo obtidos na andlise de diversos pesticidas.
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1.9. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Métodos cromatograficos sdo utilizados na determinacdo qualitativa e
quantitativa de drogas, pesticidas e farmacos tanto na pesquisa como no controle
de qualidade.

No desenvolvimento de um método analitico, a validag&o € uma etapa de
importancia fundamental, para garantir que o mesmo seja confiavel, exato,
especifico e reprodutivel. Conforme definigéo existente na USP, a validagcédo de
métodos assegura a credibilidade destes durante o uso rotineiro, sendo algumas
vezes mencionado como "o processo que fornece uma evidéncia documentada de
que o metodo realiza aquilo para o qual é indicado a fazer" [93]. Os laboratdrios de
analise devem realizar a validagdo de métodos para atender ao governo ou a
outros 6rgéos regulamentadores, sendo que os dados obtidos devem fazer parte
do conjunto de informagdes, que sera apresentado as agéncias como US Food
and Drug Administration (FDA): Association of Official Analytical Chemists
(AOAC); US Environmental Protection Agency (EPA).

Com base em resultados da "International Conference on Harmonization of
Technical Requeriments for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH)"
foi elaborado um guia de validag&o de métodos cromatograficos para bioanalises
[94].

Dessa forma, toda vez que for desenvolvido um método, o0 mesmo deve ser
validado. Existem vérios parametros para validagdo de métodos: linearidade,
exatiddo (recuperagéo), precisdo, limites de deteccdo e quantificacio,
sensibilidade, especificidade, robustez e estabilidade. Esses termos s&o
conhecidos como parametros de desempenho analitica e, algumas vezes, como
figuras analiticas de mérito. Muitos desses termos sio familiares e usados
diariamente em laboratério.

A seguir seréo definidos os principais pardmetros de validagéo [32,93-102].
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1.9.1. Linearidade

A linearidade corresponde a faixa ou intervalo de concentrag&o no qual o
sinal produzido pelo detector € diretamente, ou por transformacgéo matemética
bem definida, proporcional & concentracdio do analito. A linearidade esta
normalmente relacionada com a variagio da inclinacéo da linha de regressao,

obtida da resposta do detector versus a concentragao, através da equacio linear:
y=ax+pb

onde, y é a resposta dada em termos de 4rea do pico, ou altura do pico se ele for
simétrico, x € a concentragdo, a é o coeficiente angular (inclinagéo) e b o
coeficiente linear (intersecgdo). O coeficiente angular deve ser reprodutivel e o
coeficiente linear ndo deve ser significativamente diferente de zero. A regressao
linear deve apresentar um coeficiente de correlagéo (r) maior que 0,99.

A linearidade é determinada pela andlise de uma série de calibradores, ou
seja, soluctes de diferentes concentragdes, abrangendo a faixa de concentragao
de interesse no trabalho, sendo que esta varia em funcéo da finalidade da analise.
Por exemplo, em andlise de drogas de abuso presentes em amostras biolbgicas, a
faixa de concentragdo dos calibradores deve abranger desde o limite de
quantificagéo (LOQ) até trés ordens de magnitude, ou seja, 1 a 1000 ng mL", se
o LOQ for de 1 ng mL™. Por outro lado, em analises de residuos de pesticidas a
faixa de concentragdo pode abranger apenas uma ordem de magnitude, uma vez
que se espera encontrar niveis muito baixos de concentragdes [95]. O numero de
calibradores € definido em fungdo da faixa de concentragéo de interesse, devendo
ser de, no minimo, cinco. Cada nivel de concentragé&o na curva deve ser a media
de trés medidas.
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1.9.2. Exatidao

A exatid&o representa o grau de concordancia entre o valor real presente na
amostra e o valor obtido na andlise. Exatiddo de métodos de anélise de amostra
de origem biolégica é expressa em porcentagem do erro sistematico e pode ser
representada pela equagéo [96):

Exatiddo ( % de erro) = valor obtido - valor real x 100

valor real

A baixa exatiddo é proveniente de erros sisteméaticos que contribuem para
desvios ou tendéncias nos resultados. Assim, a exatiddo pode mostrar uma
tendéncia de + 2%, associada ao valor médio significando que os resultados estéo
2% acima ou abaixo do valor real.

Os erros sistematicos ocorrem, em geral, pelas seguintes causas: perda da
substancia devido & baixa recuperagéo da extragio; solucao padréo inadequada;
medidas volumétricas imprecisas; falta de aferigdo de balan¢as acarretando erros
de pesagem; reagentes contaminados ou presenca de substancias interferentes
na amostra [95].

Em andlises toxicologicas, onde as concentragbes de interesse estdo a
niveis de tragos (ug L™ ou mg L), exatiddo de até 20 % s&o aceitaveis.

A exatidso deve ser verificada em testes intra e inter-ensaios.

A exatiddo também pode ser expressa como a porcentagem de
‘recuperagéo (R) de quantidades conhecidas do analito adicionado ou fortificado na
matriz limpa da amostra (branco ou placebo) ou em outras palavras, recuperagio
€ definida como a relagdo entre a concentracdo determinada para uma amostra
fortificada e a concentragio adicionada na fortificacgo, expressa através da
seguinte férmula:

R (%) = média do valor obtido x 100

média do valor adicionado
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Embora niveis de recuperagdo de aproximadamente 100% sejam
desejaveis em analise de residuos, onde se trabalha com concentracdes a nivel
de ug L'1', a recuperagéo de um analito que se encontra em concentragbes abaixo
de 100 pg L' & considerada aceitavel estando no intervalo de 60 a 110% desde |
que a recuperagao seja precisa e exata € em conceniragdes acima de 100 ug L
o intervalo aceito é de 80 a 100% {97, 98].

Existem dois tipos de amostras para avaliar a exatiddo de um metodo
analitico:

e Amostras certificadas: sio amostras que foram submetidas & analise por
laboratérios credenciados, de renome internacional, em que, apés estudo
estatistico, é estabelecida a concentracdo esperada. As amostras certificadas
‘podem ser fornecidas por instituigdes como o National Institute of Drug Abuse
(NIDA) o Community Bureau of Reference (BCR), o National Institute of
Standards and Technology (NIST) [95].

e Amostras adicionadas de padréo: sdo amostras livres do analito, nas
quais é édicionado o padrdo e submetidas ao método de analise. Deve-se
escolher amostra de concentrag&o conhecida do analito, uma vez que podem
existir diferencas de interagéo entre o analito e a matriz.

1.9.3. Precisdo

| A precisdo representa o grau de repetibilidade entre os resultados de
 andlises quando o procedimento é aplicado diversas vezes em uma mesma
amostra homogénea, em idénticas condicbes de andlises. O termo empregado
para avaliar a precisdo é o coeficiente de variagdo (CV) ou estimativa do desvio
padrao relativo em um numero significativo de amostra [99], obtido através da

equagao:
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CV(%)= s x100
X
onde, s = estimativa do desvio padréo e X = média das medidas em replicata.

A precisdo, expressa em termos de CV, deve ser menor que 15%, sendo
que este valor pode atingir até 20%, dependendo da complexidade da matriz e da
finalidade a que se propGe a analise [97].

A preciséo deve ser medida em trés diferentes niveis:

* Precisdo intra-ensaio ou Repetibilidade: coresponde aos resultados
obtidos para vérias andlises de amostras homogéneas, usando o mesmo
método, o mesmo laboratorio, o mesmo equipamento, feito pelo mesmo
analista em um curto intervalo de tempo. Essa determinag@o deve ser
realizada a partir de um minimo de nove determinagdes (ex. trés niveis, trés
repeticdes cada um).

* Precisdo intermediaria ou Inter-ensaio: expressa o efeito das variagoes
dentro do laboratério em diferentes dias.

¢ Reprodutibilidade: refere-se aos resultados obtidos em colaboragéo com
outros laboratérios, envolvendo diferentes analistas, diferentes dias e usando
diferentes equipamentos.

1.9.4. Limites de Deteccdo (LD) e de Quantificacio (LQ)

Limite de deteccdo é a menor concentrago do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada, com um certo nivel de
confianga, utilizando um determinado método analitico. E expresso como uma
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concentracdc em uma determinada relagéo sinal-ruido, usualmente 3:1. De acordo
com Taylor, € o ponto onde o valor da medida € maior que a incerteza a ela
associada [100].

Existem dois tipos de limite de detecgdo, cada um com um objetivo
especifico [95]:

Limite de detecgdco do instrumento € definidc como a concentragéo ou
quantidade do analito que produz um sinat ou resposta maior que 3s (onde s=
desvio padrao de uma série de medida do branco). Em geral , o limite de detecgao
do instrumento é utilizado como um guia para o estabelecimento do limite de
deteccdo do método.

Limite de deteccio do método é a menor concentragado ou quantidade do
analitc em uma matriz que, submetida ao procedimento analitico, produz um sinal
definido como © limite de detecg&o do método.

Limite de quantificagdo do método representa a menor concentragéo ou
quantidade do analito na matriz que pode ser detectada com uma exatidao e
precisdo aceitdveis, utilizando um determinado processo analitico. O LQ é
determinado em relagdo sinal-ruido, usualmente de 10:1.

De acordo com recomendagdes da lUPAC [101,102] os limites de detecgao
e quantificagdo também podem ser calculados da seguinte maneira: Deve ser
usada amostras onde a concentragdo esteja o mais proximo possivel do limite de
deteccao.

S
S

LD = 3,3 x LQ= 10x
' coefic. angular

coefic. angular

sendo, s = desvio padrao do coeficiente linear.
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1.9.5. Sensibilidade

A sensibilidade pode ser definida como sendo a capacidade de um método
distingtir, com determinado nivel de confianga, duas concentragdes proximas. A
forma de se estabelecer a sensibilidade é através da inclinagio da curva analitica
que possibilite a medida em qualquer ponto [95]. O gréafico é obtido colocando-se o
valor observado, area ou altura do pico na ordenada como fungdo da
concentragdo do analito (abscissa).

Através do grafico, ilustrado na Figura 1.8, observa-se que quanto maior o
angulo de inclinagdo da reta, maior sera a variagdo do sinal em relagdo a
pequenas variagbes de concentragdo, sendo que o método A é mais sensivel que
o B. Quanto maior for o coeficiente angular, maior sera a sensibilidade do método.

Area ou altura do pico
a1}

Concentracéo

Figura 1.8 - Comparagao grafica de dois métodos, A e B, quanto a sensibilidade.
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1.9.6. Seletividade

A seletividade de um método representa sua capacidade de avaliar o
analito na presenga de componentes que poderiam interferir com a sua
determinagio em matrizes complexas. Corresponde ao grau de interferéncia de
espécies como impurezas e produtos de degradacéo, garantindo que o pico de
resposta seja exclusivamente de um componente simples, isto é, que n&o existam
outras eluigdes simultaneas [93,103].

Para aiguns autores o termo seletividade é sinénimo de especificidade uma
vez que ambos demonstram a capacidade de um método detectar o analito de
" interesse na presenga de outros interferentes na matriz.

Para se determinar a seletividade de um método analitico deve-se analisar
varias amostras da mesma matriz e determinar a proporg&o da interferéncia dos
componentes & matriz. O teste de pureza é o mais empregado para avaliar a
especificidade através de modemas técnicas hifenadas, tais como, a
cromatografia liquida com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD); CLAE-EM,
etc.

1.9.7. Robustez

Corresponde a capacidade de um método de n&o ser afetado por uma
pequena madificaco em seus parametros operacionais e ambientais. A robustez
do método & avaliada através de parametros modificados como a composi¢céo

~ orgénica da fase moével, pH, forga idnica, temperatura, colunas de diferentes

procedéncias,etc. De acordo com ICH, a robustez deve ser considerada nos
primeiros passos do desenvolvimento do método. Se os resultados do método ou
outras medidas sdc sensiveis & variagdo dos parametros, estes devem ser
adequadamente controlados.
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1.9.8. Estabilidade

Varios pesticidas e seus metabdlitos sdo relativamente instaveis em
amostras biologicas e podem degradar durante a coleta e o processamento das
amostras, estocagem e preparacao.

Diversos séo os fatores que podem afetar a estabilidade dos pesticidas em
amostras biolégicas e eles podem variar dependendo do tipo de pesticida
considerado. Como na maioria dos estudos realizados raramente as amostras
bioldgicas s&o analisadas imediatamente apos a coleta, faz-se necessério avaliar
a estabilidade do analito para determinar o tempo de estocagem das amostra. Um
tempo longo de estocagem das amostras biol6gicas aumenta a probabilidade de
degradacdo dos pesticidas e seus metabdlitos. Entretanto conhecendo-se a
estabilidade, as andlises podem ser completadas antes de ocorrer a degradacéio
[32,104].
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Objetivos

/I.1. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo fundamental deste trabalho foi desenvolver metodologias para
extrac@o, separacdo e quantificagiio unirresidual de 2,4-D e multirresidual de
uréias substituidas, e das triazinas (atrazina, simazina e ametrina) e seus
metabdlitos como 3,4-dicloroanilina, 2-cloro-4,6-diamino-1,3,5-triazina e 2-hidroxi-
atrazina, presentes em urina humana, para futura monitorizacdo da exposicio de
‘aplicadores em cana-de-aglicar aos pesticidas estudados. Os métodos
desenvolvidos de extragfo liquido-liquido (ELL), extragdo liquido-liquido a
temperatura sub-zero (ELL-TSZ), e extracdo em fase sdlida (EFS) seguida de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), devem ser rapidos e confidveis.

I.2. ETAPAS DO TRABALHO

Para atingir os objetivos propostos, as seguintes etapas de trabalho foram
seguidas:

Na etapa de isolamento do herbicida da matriz, oftimizar os
procedimentos de extragéo liquido-liquido (ELL), extragdo liquido-liquido
a temperatura sub-zero (ELL-TSZ), e extracdo em fase sélida (EFS).

> Na etapa de separagdo e deteccdo cromatografica, desenvolver
metodos cromatograficos sensiveis, com recuperagao, precisao,
detectabilidade, seletividade e robustez compativeis com os parémetros
estabelecidos por 6rgéos competentes, ICH, USP e FDA.
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II1.1. SELECAO DOS PESTICIDAS

Os pesticidas utilizados neste estudo sZo classificados como herbicidas,
pertencem a importantes classes: acido fenoxiacético, feniluréias e triazinas e
foram selecionados devido serem aplicados em lavouras de cana-de-acucar. As
estruturas quimicas dos pesticidas e alguns de seus metabdlitos sd0 mostradas na
Figura lll.1 e suas caracteristicas sdo na Tabela lll.1.

[ |
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Figura Nll.1 - Estruturas dos herbicidas e alguns dos metabdlitos estudados:
1} diuron; 2) linuron; 3) 3,4-dicloroanilina; 4) simazina; 5) atrazina; 6) ametrina:
7) 2-cloro-4,6-diamino-1,3,5-triazina; 8) 2-hidréxi-atrazinae 9) 2,4-D.
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Tabela HlI.1 - Caracteristicas dos padrées dos herbicidas e metabdlitos estudados.

Herbicida Grau Fornecedor Classe Solubilidade
de - em agua
pureza ’ (mg L?)
2,4-D . >99 Dow Acido fenoxiacético 600
Diuron 99,3 Du Pont Feniluréia 42
Linuron 99,5 Hoescht Feniluréia 75
3,4-dicloroanilina 98,0 Aldrich Feniluréia -
Simazina 98,3 Novartis Triazina 5
Atrazina 97,7 Novartis Triazina 70
Ametrina 96,8 Novartis Triazina 185
2-cloro-4,6-diamino- 86,0 Chem Triazina -
1,3,5-triazina Service
2-hidroxi-atrazina 98,0 Chem Triazina -
Service

I1.2. PARAMETROS ESPECTROFOTOMETRICOS DOS PESTICIDAS

As solugGes padrdo dos herbicidas simazina, ametrina, atrazina, 2,4-D,
diuron e linuron foram preparadas na concentracdo de 100 mg L™ (em metanol;
Mallinckrodt, grau cromatografico).

Por diluicdo da solugdo estoque, em metanol:agua (60:40,v/v), obtiveram-se
solucbes dos pesticidas em varias concentragdes, como pode ser verificado na
Tabela iL.2.
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Tabela 1.2 - Valores de concentragdo das solugbes calibradoras de cada
pesticida estudado.

Herbicida~ = =~~~ Concentragbes (ngL™")
“Diuron; linuron; 3,4-dicloroanilina 250, 500, 700, 800, 1000, 1800

2.4-D; simazina; atrazina; ametring;
2-cloro-4,6-diamino-1,3,5-triazina; 250, 400, 500, 750, 900, 1000
2-hidréxi-atrazina

Em um espectrofotémetro UV por arranjo de diodos (Hewlett Packard 8452
A) mediram-se as absorvancias das solugdes em varias concentragdes. O sinal foi
monitorado entre 180 e 820 nm, mas para fins préticos trabalhou-se apenas entre
180 e 320 nm, regido onde aparecem as bandas caracteristicas dos herbicidas
estudados.

| Com os resultados obtidos foram tracadas as curvas analiticas de

absorvancia vs. concentracdo, no comprimento de onda de maxima absorvancia
de cada herbicida e também em um comprimento de onda no qual todas as
espécies absorvem. A partir do coeficiente angular das curvas analiticas,
calcularam-se os valores de absortividade molar (g) dos herbicidas, de acordo com
a seguinte equagao:

A=¢bc

onde: A = absorvancia
¢ = absortividade molar (L mol” cm™)
b = caminho &tico (1 cm)
¢ = concentrag&o (mol L)

Os espectros dos herbicidas de uma mesma classe mostraram similaridade,
porém eles diferiram entre classes distintas. Os valores de comprimento de onda
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no qual houve absorvancia maxima foram distintos entre as vérias classes de
pesticidas, o que torna dificil estabelecer um comprimento de onda Unico para
deteccdo simultanea de todos os pesticidas. Uma comprovag&o disto pode ser
observada na Tabela l11.3, onde estdo listados os valores de comprimento de onda
de absorvancia maxima (Amax).

Tabela lll.3 - Valores de Amax e de absortividade molar (¢) dos herbicidas e

metabdlitos estudados.

Herbicida Amax £ (Amax)
" am  Lmot'cm?

2,4-D 230 11332
Diuron 250 16680
Linuron 254 12202
3,4-DCA 250 17346
Simazina 222 38938
Atrazina 222 39604
Ametrina 222 44841
2-cloro-4,6-diamino- 220 36699
1,3,5-triazina
2-hidroxi-atrazina 220 37365

O estudo dos parametros espectrofotométricos permitiu a avaliacdo dos
valores de absortividade molar (¢) dos herbicidas, parametro este que da uma boa
indicacéo da sensibilidade do método para cada pesticida e a definicdo de um
comprimento de onda onde todos os pesticidas absorvem, 234 nm. Este valor, em

caso de andlise multiresiduo de multiclasses, pode resultar em sensibilidades
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baixas para alguns herbicidas, o0 que exige a realizagio de injegdes em dois ou

mais comprimentos de onda distintos ou a utilizagdo de um detector por arranjo de
diodos.

IIl.3. INSTRUMENTACAO ANALITICA

Foram empregados dois cromatégrafos a liquido:

a) Waters para CLAE-UV, consistindo de uma bomba de alta pressdo do
tipo pistdo cabega dupla (modelo Waters 510}, um injetor Rheodyne
(modelo 7725i), com alga amostradora de 10 pL, um detector

- espectrofotométrico de absorgdo no UV/Vis de comprimento de onda
variavel (modelo Waters 486). Computador IBM Pentium de S0 MHz,
contendo placa DT 2804 e software Chrom Perfect instalados para
aquisicdo de dados cromatograficos.

b} Shimadzu para CLAE-EM, consistindo de uma bomba binéria (modelo
LC-10 AS), um injetor Rheodyne (modelo 7725i), com alga amostradora
de 10 ul, acoplado a um espectrémetro de massas, Platform VG II
Fisons, splitter Valco, equipado com interface do tipo electrospray. Para
otimizag&o dos parametros do EM cada composto foi dissolvido em fase
mével (pH 3) e injetado separadamente. Para a CLAE-EM a temperatura
da fonte de 150°C foi otimizada. Nitrogénio foi usado como gas
nebulizador e gas secante em vazdes de 30 L h" e 300 L h”,
respectivamente.

As colunas cromatogréficas utilizadas foram de ago inoxidavel, com as

seguintes especificacbes:

i) Coluna cromatografica comercial, Nova Pak (Waters), 150 mm x 3,9 mm

d.i., recheada com C-18 quimicamente ligado a silica, tamanho de particula

de 4 um.
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ii) Coluna de guarda comercial, Nova Pak (Waters), 20 mm x 3,9 mm d.i.

recheada com C-18 quimicamente ligado a silica, tamanho de particula de 4

pm.

i) Coluna confeccionada no LabCrom de 150 mm x 3,9 mm d.i., recheada

- com FE de poli{metiloctilsiloxano) (PMOS) imobilizado por micrcondas a

uma poténcia de 495 watts, por 900 segundos, sobre a silica Spherisorb,

tamanho de particula de 5 pm.

ll.4. EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS UTILIZADOS NAS ANALISES

" LABORATORIAIS

a)
b)
¢
d)
e)

f)

Q)

h)

Manifold de extracdo em fase sélida (20 posi¢des - Supelco);

Sistema de agua Milli-Q-Plus (Millipore);

Sistema de filtragdo a vacuo (Sartorius),

Bomba de vacuo ( Primar, modelo 141);

Banho de ultrassom {Thronton, modelo T14);

Balanga analitica, com precis@o de 5 casas decimais (Ohaus, modelo
AS 200},

pHmetro (Digimed, modelo DM21) com eletrodo de vidro combinado e
eletrodo Termocompensador (Digimed),

Centrifuga Excelsa®ll (Fanem, Modelo MP);

Membranas filtrantes de polietileno de 0,45 um de digmetro de poro da

~ Millipore, para filtraggo das solugdes de trabaiho ou da FM;

)

k)

Filtro Milex (Millipore) de 0,45 um de diametro de poro, para filtragéo de
amostras de urina.

Agifador Vortex, Phoenix-AP56

Seringas (Hamilton), para injecdes no sistema cromatogréfico, com
capacidade de 100 uL.
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m) Tubos de extragdo em fase sélida, C-18, silica modificada, tamanho de
particula 40 um. Tubos comerciais de 3 mL (500 mg), Supelclean
(Supelco).

n) Tubos de extragdo em fase sélida (desenvolvidos no LabCrom), 6 mL,
siica da Fluka, tamanho de particula de 40 um e
poli(metiloctadecilsiloxano) (PMDOS), imobilizado termicamente a 120
°C, por 4 horas, e extraido com uma sequéncia de hexano e metanol.

0) Tubos de centrifuga que tiveram seu fundo arredondado, substituindo o
formato cdnico, que poderia causar contaminagdes, mesmo efetuando a
lavagem com Extran. O revestimento da tampa destes tubos foi
substituida de borracha para teflon, a fim de evitar rea¢des com
soiventes organicos, na etapa de extragédo, causando contaminagéo.

p)} Pipetas de vidro e descartaveis.

q) Seringas de vidro (6 mL), pois as de polipropileno d&o origem a picos
artefatos.

[11.5. SOLVENTES E REAGENTES EMPREGADOS

¢ Metanol - grau cromatografico (Mallinckrodt)

» Cloroférmio — grau cromatogréfico (Mallinckrodt)

¢ Acetonitrita — PA e grau cromatogréfico (Tedia)

¢ Diclorometano — grau cromatogréfico (EM Science)
» Acido Fosférico — PA (Malfinckrodt)

¢ Hidréxido de amonio- PA (Merck)

« Eter etilico- PA (Merck)

» Acido Cloridrico — PA (Merck)

e Extran-2% alcalino (Merck)
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II1.6. LIMPEZA DA VIDRARIA

A vidraria utilizada foi previamente lavada em agua corrente, a seguir foi
imersa por 24 h, em detergente alcalino Extran - 2% {Merck), enxaglada
seqi‘zencialmente em 4agua de torneira, 4gua destilada e acetona. A vidraria foi
seca ac ar e posteriormente guardada em armario fechado. Antes do uso, a
vidraria foi lavada com um pequeno volume da solugéo ou solvente a ser utilizado.

I11.7. FILTRACAO DE REAGENTES E SOLVENTES

Todos os extratos e solventes foram filtrados em membranas filtrantes da
Millipore, antes da andlise cromatogréfica. A fase mével foi preparada adicionando
uma certa quantidade de égua ao solvente organico e filtrada em sistema de
filtragdio & véacuo, Sartorius. A seguir foi ajustado o pH e a mistura foi
degaseificada por 20 min, por aplicagéo simuitanea de vacuo e ultrassom.

Ii1.8. ESTUDO DA ESTABILIDADE DE PESTICIDAS EM URINA
TESTEMUNHA

A estabilidade foi avaliada pela quantificacéo dos herbicidas adicionados na
urina em dois niveis de fortificacbes. Para isto foram realizadas e ciclos de
congelamento, ou seja, as amostras foram congeladas a -20 °C e mantidas por 12
horas, sendo entdo submetidos ao descongelamento & temperatura ambiente.
Quando . completamente descongeladas, as amostras foram novamente
congeladas a-20°C por 12 horas,e assim, sucessivamente, até completar os trés
ciclos, quantificando-se os herbicidas apds sucessivos tempos pré-determinados
de estocagem [98,105]. A estabilidade foi determinada através de calculos da
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concentraco média estimada em relag&o & concentragéo inicial no tempo zero,
sem a estocagem. Foram consideradas estaveis as amostras que mantiveram as
suas concentragbes médias dentro de uma margem de até 10% inferior a
- concentragio inicial do herbicida [99).

I11.9. AMOSTRAS REAIS

Apds o desenvolvimento e a validagdo de metodologias referentes as
classes distintas de herbicidas, as mesmas foram aplicadas na andlise de
amostras reais. Para tal foram coletadas urinas de vérios individuos na Estacao
Experimental do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), localizada em
Piracicaba.

Para que este objetivo fosse alcangado as amostras foram coihidas apds o
- consentimento formal por escrito, assinado pelo proprio individuo concordando
com o protocolo do presente trabalho, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas, conforme anexado nos ANEXOS 1 e 2.

A avaliag&o das amostras reais foram realizadas com dois grupos:

- Grupo Controle- 7 individuos, sendo 4 do sexo feminino e 3 do sexo masculino,
que nao utilizaram medicamentos nas Gltimas 72 horas que precederam a coleta.
Foram colhidas informagdes, através de um questionario, se o individuo era ou
n&o fumante e usuario de medicamentos. Muitos destes individuos tém suas
moradias dentro da Estagéo fazendo uso de alimentos e agua ali existentes.

A Tabela lll.4 apresenta o perfil dos individuos do grupo de controle, com
relagéo ao sexo, idade, uso de cigarros e medicamentos.
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Tabela Ill.4 - Perfis dos individuos do grupo controle em relagé:o ao sexo, idade,

uso de cigarros e de medicamentos.

INDIVIDUO SEXO IDADE USUARIO DE USUARIO DE
CIGARROS MEDICAMENTOS

MAG F 46 N N
RP F 42 N N
'DAP F 45 N N
MAS F 44 N N
RAS M 43 N N
MAG M 30 N N
RAA M 64 N N

F = feminino, M = masculino, S =sim, N = néo

- Grupo Estudo- 6 individuos que aplicam pesticidas em plantagbes de cana-de-

acticar, que poderiam estar ou ndo intoxicados. As andlises foram feitas pré e

pés-exposicdo aos pesticidas. Adotaram-se estes tipos de anélise pelo fato de que

ha anos os mesmos individuos fazem aplicagdes dos pesticidas e o intuito de

investigar a pré-exposicdo era avaliar se os herbicidas estudados ja ndo se

encontravam absorvidos no organismo dos aplicadores.

A Tabela Ill.5 mostra os perfis dos individuos do grupo de estudo, com

relag@o ao sexo, idade, uso de cigarros, medicamentos e tipo de aplicagéo.
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Tabela 1.5 - Perfis dos individuos do grupo de estudo, em relagdo ao sexo, idade,
uso de cigarros, medicamentos e tipo de aplicac@o dos pesticidas.

d

/INDIVIDUO  SEXO IDADE USUARIO DE  USUARIODE  TIPODE -
- | L cie

RROS ~ MEDICAMENTOS APLICAGAO

JJB M 51 N N D
RJ M 38 N N D
PR M 43 N N D
SJF M 39 N N D
VAA M 43 s N D
AFF M 55 s N T

M = masculino, S = sim, N = ndo, D = dorsal, T = trator

Foram excluidos deste grupo os individuos que fazem usoc de
medicamentos, fumantes e com problemas renais, devido a possiveis alteragGes
no organismo, propiciando assim a eliminagdo de compostos endégenos, que
dificultam a detecgéo dos pesticidas a serem investigados.

111.9.1. PROCEDIMENTO DE COLETA DAS AMOSTRAS

Para coletar uma amostra de urina que fosse representativa do estado
fnetabélico do individuo, & necessario controlar certos aspectos da coleta como
método, durag:éo, hora, dieta e medicamentos ingeridos. Instrugbes foram
transmitidas aos individuos quanto aos procedimentos da coleta. Dessa forma os
seguintes cuidados foram tomados durante a coleta das amostras:
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- As amostras foram coletadas sempre no final do dia, pois dependendo da
substancia a ser analisada sua concentragdo pode variar segundo as atividades
do dia, como exercicios, refeicbes e metabolismo organico.

- A amostra foi coletada em recipiente limpo, seco e descartdvel por ser mais
econdmico e por eliminar uma possivel contaminacdo decorrente de lavagem
incorreta.

- Os recipientes foram devidamente etiquetados com a identificacdo dos
individuos, evitando de serem trocados.

- O transporte dessas amostras ao laboratério foi realizado em caixas de isopor
com gelo reciclavel.

- A conservagdo dessas amostras foi feita sem conservantes, somente sob
refrigeragdo (-20 °C), evitando interferéncias nas andlises quimicas. A refrigeracao
evita a decomposig@o bacteriana da urina e precipita uratos e fosfatos amorfos,
que nao sdo de interesse na analise.

111.10. AMOSTRA TESTEMUNHA

A amostra testemunha de urina foi coletada da autora deste trabalho no
final do dia. A quantidade de amostra coletada correspondeu a necesséria para
poder realizar o desenvolvimento de método e validagdo. A conservacdo das
amostras foi feita sem conservantes quimicos sob refrigeragdo & -20 °C.
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CAPITULO IV

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIAS
PARA DETERMINACAO UNIRRESIDUO DE
2,4-D EM URINA HUMANA
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IV. DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIAS PARA
- DETERMINACAO UNIRRESIDUO DE 2,4-D EM
URINA HUMANA

Esta parte do trabalho teve por objetivo o desenvolvimento da extragdo
liquido-liquido, através de um método convencional e outro que consiste da
extrac&o a temperatura sub-zero, empregando solventes imisciveis e misciveis em
&gua, respectivamente, para extragio de 2,4-D de amostra de urina fortificadas e
posterior separacao e quantificagéo por CLAE-UV.

IV.1. PARTE EXPERIMENTAL

IV.1.1. Instrumentacao

Foram utilizados o sistema de CLAE-UV, coluna analitica e de guarda
comerciais, descritos no item 111.3. Como fase mével (FM) foi utilizada uma mistura
de acetonitrila-dgua (40:60, v/v), ajustada a pH 3 com HisPQ, tendo sido
empregada a elui¢do isocratica.

IV.1.2. Preparo das Solu¢des Padrio

A solugéo estoque do 2,4-D foi preparada na concentragio de 1000 ug L™,
em metanol. A partir desta solug&o foram preparadas, por diluicdo volume/volume,
solucdes . de. trabalho para fortificar as amostras e para construir as curvas
analiticas (faixa de 80 ug L™ a 1000 pug L™). Essas solugdes foram estocadas em
geladeira a 4 °C, dufante todo o processo de desenvolvimento e valida¢do do
método e permaneceram estaveis por pelo menos trés meses.
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IV.1.3. Preparo da Amostra

Duas técnicas de preparo de amostra foram empregadas:

IV.1.3.1. Extracdo Liquido-Liquido & Temperatura Sub-Zero (ELL-
TS2)

Em trés tubos, contendo 1 mL de urina testemunha em cada, foram
adicionados, separadamente, os seguintes volumes de acetonitrila: 0,5; 0,75 e 1
mL e o pH foi ajustado a ~3, com 400 pL de HCI (1 mol L™"). As amostras foram
fortificadas com concentragdes conhecidas do padréo 2,4-D.

A mistura de acetonitrila e urina foi centrifugada & 4000 rpm, por S min. A
seguir, foi resfriada & temperatura de -20 °C, por 20 min, para que ocorresse a
separacgfo das fases. A fase organica foi entdo removida. Esta etapa foi repetida
mais trés vezes. As 3 por¢des de fase organica foram transferidas para um
mesmo tubo graduado e concentradas a 200 pl. usando gas nitrogénio. Um

volume de 10 uL foi injetado no cromatégrafo a liquido.

IV.1.3.2. Extrac&o Liquido-Liquido Convencional (ELL)

O pH de 1 mL de urina foi ajustado a ~3, com 400 pL de HCI (1 mol L). A
seguir a amostra foi fortificada com uma concentragdo conhecida de 24-D e
adicionou-se 1 mL de cloroformio. A mistura foi homogenizada em vortex e
~ centrifugada & 4000 rpm, por 5 min, para uma separagdo completa das fases.

A fase orgéanica foi transferida para um outro tubo e a etapa de extrag¢io foi
repetida 3 vezes. A seguir, as fases organicas foram misturadas e concentradas, |
usando géas nitrogénio. O residuo foi ressuspenso em 200 uL de acetonitrila e 10

ulL foram injetados no cromatégrafo a liquido.
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IV.1.4, Estudo da Estabilidade do 2,4-D em Urina Testemunha

O procedimento de estabilidade encontra-se descrito no item 1I1.8. Para
verificar a estabilidade do 2,4-D foi empregado a extragéo liquido-liquido &
_ temperatura sub-zero, usando acetonitrila como solvente organico. A estabilidade
foi avaliada em dois niveis de fortificagdio, 80 e 160 ug L, do 2,4-D em amostra
de urina testemunha.

IV.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.2.1. Avaliagdo da Extragdo Liquido-Liquido a Temperatura Sub-

Zero (ELL-TS2)

Um método de extragso foi aplicado ao herbicida 2,4-D, baséado em um
trabalho da literatura [106], onde foi empregado a extracdo liquido-liquido a
temperatura sub-zero seguida por CLAE para analise de drogas, ndo havendo
publicacdes para os pesticidas.

A acetonitrila destaca-se entre os solventes organicos por apresentar ponto
de fus&o de -45 °C. Dessa forma, a acetonitrila é hidrofilica e miscivel em agua,
em uma mistura 1:1(vlv), a temperatura ambiente. Entretanto, a miscibilidade da
acetonitrila decresce em temperatura sub-zero, resultando na separagéo da

acetonitrila da 4gua. Baseando-se neste fendmeno, amostra de urina testemunha
| contendo o padrdo 2,4-D foi misturada com acetonitrila e refrigerada a -20 °C.

Apés a separagéo das fases, o pesticida presente na fase organica foi injetado
| diretamente em um cromatégrafo a liquido, usando acetonitrila:agua 40:60 (viv)
como fase mével.

Varios tempos de resfriamentos foram testados: 5, 10, 15, 20 e 30 min para
certificar qual o melhor tempo no qual se poderia obter uma boa recuperacéo fase
organica. Verificou-se que quanto menor a quantidade de acetonitrila adicionada a
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1 mL de urina, menor era o volume da fase orgénica (acetonitrila) recuperado
apos resfriamento em -20 °C, por 20 min. Os volumes de fase organica
recuperados foram 0,1; 0,25 e 0,8 mL quando 0,5; 0,75 e 1 mL de acetonitrila
foram adicionados a 1 mL de urina, respectivamente. Acredita-se que parte da
acetonitrila adicionada ficou retida pela fase aquosa apds o resfriamento, pois
guando pequenas quantidades de acetonitrila (0,5 e 0,75 mL) foram misturadas
com a urina e resfriadas a -20 °C, por 20 min, pode-se notar que a fase aquosa
congelou-se € uma camada intermedidria apareceu entre a acetonitrila e a fase
aquosa congelada. Com isto tormou-se dificil transferir toda a acetonitrila para
outro tubo.

Apbs ter sido realizado um estudo sobre o volume adequado de acetonitrila
~ a ser utilizado no método de ELL-TSZ, optou-se por empregar 1 mL deste solvente
orgénico. Os interferentes, extraidos da urina pelo método citado, eluiram em um
tempo de retencao, tg, inferior a 6,7 min (Figura IV.1) e eles no interferiram na
detecgao do 2,4-D, cujo tgr foi de 8,3 min.

a) b)

J y

/ 24D

0 2 M 6 N 0 2 4 6 8
Tempo (min) Tempo {min)

Figura IV.1 - Cromatogramas obtidos para a urina testemunha através do método
de ELL-TSZ. a) branco da urina e b) urina fortificada com 160 ug L™ de 2,4-D.
Condigéeé cromatogréficas: colunas, analitica e de guarda, Nova-Pak C-18 (4
um); volume de injecdo: 10 ulL; FM ACN:H20 (40:60, v/v), pH 3 (H3POs), vazéo:
0,4 mL min™', deteccdo: UV, 230 nm.
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IV.2.2. Validagdo das Metodologias

Os parametros da curva analitica obtidos para o 2,4-D estdo apresentados
na Tabela IV.1. Como pode-se observar, obteve-se excelente coeficiente de
correlagéo, estando acima de 0,999,

Na Tabela IV.2 encontram-se os valores de limite de deteccdo do
instrumento, calculados usando 3 vezes a razdo sinalfruido. Os limites de
quantificagdo correspondentes a 10 vezes a razio sinalfruido e também os limites
tedricos do método também estéo contidos nesta tabela,

Tabela IV.1- Curva analitica e intervalo de linearidade para a solugéo padrdo do
2,4-D.

: _ Intervalo de
Herbicida a b r linearidade
(g L™
2.4-D 1822,22 268,52 0,9997 80-1000

a = coeficiente anguiar; b = coeficiente linear; = coeficiente de correlacio

Tabela 1V.2- Valores obtidos para os limites de deteccdo e quantificagdo para a
solug@o padrao do 2,4-D.

' LD* LQ* LD** LQ*
Herbicida 4 P A 1
(ng L) (ngL™) (ngL™) (ug L)
2,4-D 26 80 52 16

* valores obtidos para o instrumento;
** valores tedricos obtidos para 0 método (apés pré-concentragéo de 5 vezes).
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As recuperacbes, Tabela IV.3, em niveis de fortificagbes (80, 120, 160 ug
_L“), obtidas pela técnica de ELL-TSZ foram menores que aquelas usando a ELL
convenc'ional, devido o fato que parte da acetonitriia adicionada ter ficado retida na
fése aquosa, diminuindo a quantidade de acetonitrila recuperada apés a extragio
por ELL-TSZ. A técnica de ELL-TSZ mostrou ser simples, devido a acetonitrila
recuperada poder ser injetada diretamente no cromatégrafo. Ao contrario, a ELL
convencional é trabalhosa, uma vez que o analito recuperado em cloroférmio tem
que ser seco e ressuspendido em acetonitrila. Dessa forma a técnica de ELL-TSZ
apresenta vantagens em relagdo a ELL convencional por ser mais simples e
rapida.

Os valores de precisbes (intra-ensaio e inter-ensaio) sdo mostrados na
Tabela IV.3, para ambos os métodos e observa-se que, apesar dos valores
obtidos para a ELL-TSZ terem sido pouco superiores aos de ELL, eles estao bem
abaixo do valor maximo aceito na literatura, que é de 20%.

Ambos os métodos apresentaram-se robustos, uma vez que pequenas
mudangas, tais como marca dos solventes da fase mével, pequenas flutuagdes na
temperatura, eic., ndo afetaram significativamente os resultados.

Tabela IV.3 - Parametros de validac@o obtidos para o 2,4-D, apds a aplicagéo de
ELL e ELL-TSZ e andlise por CLAE.

| S B Precis&o - CV (%)
~ Fortificagdes - Recuperagao e e
Extragdo - A _ .

ety n=3)
;(pg];') %) . B _
BNt o intra-ensaios . Inter-ensaios

80 57 53

ELL-TSZ 120 60 28 26
160 63 18
| 80 66 1,5

ELL 120 72 1,0 16
160 80 10

n= ntimero de repeticdes.
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IV.2.3. Estabilidade do 2,4-D em Urina Testemunha

A estabilidade do herbicida 2,4-D na urina testemunha apos 3 ciclos de
congelamento/descongelamento (-20 °C), que durou 3 semanas, foi determinada
usando o método de extrag@o ELL-TSZ. As andlises, em 2 niveis de fortificacdes,
80 ug L™ e 160 pg L™, forneceram valores de degradacio < 4,4% e < 2.7%
(Tabela IV.4), respectivamente, mostrando a boa estabilidade do 2,4-D na matriz.

Tabela IV.4 - Porcentagem de degradacgéo de 2,4-D em urina testemunha, ap6s 3
ciclos de congelamento/descongelamento, em um periodo de 3 semanas.

Herbicida Fortificagio " Degradagao(%) _
(B e T
80 16 26 4.4
2,4-D
' 160 1,0 21 27

IV.3. APLICACAO DO METODO

Para verificar a eficacia do método e sua aplicabilidade, efetuou-se a
analise de algumas amostras de urina, obtidas de individuos sujeitos a pré e pds-
exposicéo ao 2,4-D. A escolha da metodologia a ser aplicada na andlise das
“amostras reais foi baseada na rapidez, simplicidade e exatidio do método, pois
em Centros de Intoxicagdes, os toxicologistas necessitam de analise rapida e
eficiente para diagnosticar os casos de intoxicaggo.
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Apds terem sido desenvolvidas duas metodologias na determinagéo do
2.4-D que foram validadas, optou-se por utilizar a que envolve a técnica da ELL-
TSZ por ser mais simples e rapida e também pelo fato da acetonitrila utilizada para
a extracdo ser um 6timo solvente para desproteinizar a urina, proporcionando
extratos sem muitos interferentes. Diante do grande numero de andlises
realizadas para cada individuo, sera exemplificado um cromatograma obtido para
apenas um individuo por grupo.

IV.3.1. Grupo Controle

Foram realizadas analises de urina de sete individuos do grupo de controle
aplicando o método de extragcéo a temperatura sub-zero seguido de CLAE. Na
Figura IV.2 tem-se um cromatograma da urina de um dos individuos, onde ndo foi
detectado nenhum pico do herbicida 2,4-D, na regido indicada pela seta, que
corresponde ao tempo de retengdo de 83 min do 24-D, obtido no
desenvolvimento da metodologia. Os cromatogramas de todos os demais
individuos do grupo controle foram semelhantes aos da Figura V.2, mostrando
que os individuos selecionados néo estavam contaminados por 2,4-D ao nivel de
detec¢do do método desenvolvido.
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Tempo (min)

Figura IV.2 - Cromatograma da amostra de urina coletada do individuo RAA, do

grupo controle, apds ELL-TSZ e CLAE. Condigbes cromatogréficas: idem a Figura
VA1,

V.3.2. Grupo Estudo

O numero das urinas de individuos analisados neste grupo foram quatro,
devido a excluséo da urina de dois individuos que eram fumantes.

As andlises foram feitas pré-exposicio, para descartar a hipotese dos
individuos estarem intoxicados por aplicagdes realizadas em periodos anteriores.
Para as avaliagdes pos-exposicdo foram realizadas coletas logo apés o ltimo dia
da aplicagéo dos pesticidas na lavoura.

As Figuras IV.3a e IV.3b mostram os cromatogramas das amostras de
urina do individuo SJF, nas avaliagbes pré-exposicdo e pos-exposicéo,
respectivamente. Analisando estas figuras verifica-se que n#o foi detectado o
herbicida 2,4-D, pois néo se obteve nenhum pico em 8 min. Nas andlises das
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urinas de pré e pos-exposi¢ao, provenientes dos outros trés individuos tambem
nao foi encontrado 2,4-D dentro do limite de detecgio estabelecido pelo método.

a) b)

1 N ' 4 1 E T T v ] T 13 v Ll v 1 4 t ¥ 1

0 2 4 6 & 10 12 0 2 4 B g 10 12 14
Tempo (min) Tempo (min}

Figura V.3 - Cromatogramas das amostras de urina coletadas do individuo SJF,
grupo estudo, apés ELL-TSZ e CLAE. a) pré-exposicdo e b) pbs-exposicdo.
Condicdes cromatograficas: idem a Figura IV.1.

Como néo foi detectada a presenga do 2,4-D dentro do limite de detecgéo,
foi feita a fortificagsio da urina do individuo SJF (pos-exposigdo), com 160 ug L™ do
padrao do herbicida, extraido pelo método de ELL-TSZ e analisado o extrato por
CLAE, para poder comprovar a eficiéncia do método. O cromatograma obtido
pode ser visualizado na Figura IV.4. Através deste cromatograma comprova-se

que o 2,4-D elui em 8 min e o método pode ser aplicado & amostras reais
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24D
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Figura V.4 - Cromatograma da amostra de urina coletada do individuo SJF, grupo
estudo, (pds-exposigéo) e fortificada com padrao de 2,4-D, extraido por ELL-TSZ e
analisada por CLAE-UV. Condigbes cromatograficas: idem & Figura IV.1.

IV.4. CONCLUSOES PARCIAIS

v Afravés das metodologias propostas neste trabalho para determinagdo de
2,4-D, verifica-se que é possivel trabalhar com menores quantidades de
amostra, reduzindo-se, assim, os volumes de solventes organicos utilizados.

v' Os métodos desenvolvidos, empregando a ELL-TSZ e ELL convencional
mostraram bons parametros de validagdo, destacando que as recuperactes
obtidas atraves da ELL-TSZ apresentaram menores valores que a
convencional, visto que o solvente extrator pode ter ficado retido na fase
aquosa, diminuindo a quantidade do solvente recuperado.
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v QO tempo da ELL-TSZ em 30 min quando comparado a ELL convencional foi
adequado, sendo que em toxicologia, as andlises e resultados devem ser
obtidos em curtos intervalos de tempo (poucos minutos até algumas horas),
muitas vezes pode-se abrir mao da exatiddo em beneficio da rapidez.

v" A escolha pelo método ELL-TSZ para avaliar as amostras reais foi devido a
simplicidade e rapidez, uma vez que a acetonitrila € um &timo solvente para
desproteinizar a amostra de urina além de poder ser injetada diretamente no

- cromatografo.

v' O tempo gasto para realizar a ELL foi maior quando comparada a ELL-TSZ
visto que a eficiéncia da ELL se da pelo nimero de extragbes realizadas e na

ELL-TSZ recuperou-se o analito ja na primeira extragdo, em um tempo de 20
min.
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CAPITULO V

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIAS
PARA DETERMINACAO MULTIRRESIDUO
DE TRIAZINAS EM URINA HUMANA POR

CLAE-UV E CLAF-EM
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V - DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIAS PARA
DETERMINACAO MULTIRRESIDUO DE TRIAZINAS
EM URINA HUMANA POR CLAE-UV E CLAE-EM

Esta parte do trabalho teve como obijetivos:

v' Desenvolver metodologias para determinagdo das triazinas, atrazina,
simazina, ametrina, e alguns de seus metabdlitos, usando duas técnicas
de extrac&o/pré-concentragéo, a EFS e a ELL, seguidas de CLAE.

v Comparar os métodos de detecgdo CLAE-UV e CLAE-EM na andlise
das triazinas.

v" Aplicar o método desenvolvido na anélise de amostras reais.

V.1 - DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIAS ANALITICAS
EMPREGANDO CLAE-UV

V.1.1. PARTE EXPERIMENTAL

V.1.1.1. Instrumentacio

Foram utilizados o cromatografo a liquido, as coiunas, analitica e de
guarda, comerciais e os cartuchos para extracdo em fase sdlida descritos no
capitulo I, item 111.4.

V.1 1.2, Preparo das Solu¢ées Estoque e Padrio

Foram preparados solugBes estoque individuais de cada triazina em
metanol, nas seguintes concentragdes: atrazina (101,4 mg L), simazina (104,4
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mg L") e ametrina (104,4 mg L™"). A partir destas, foi preparada uma solugéo
padréo, contendo a mistura das 3 triazinas em uma concentragéo de 1000 pg L
de cada uma delas. A partir desta solugéo foram preparadas solugbes de trabalho,
por diluicdo em metanol volume/volume para fortificar as amostras de urina

testemunha e construir as curvas analiticas (faixa de 30 ug L a 600 ug L.

V.1.1.3. Selecdo da Fase Movel

Para a separagdo das triazinas a serem estudadas foram analisadas as
seguintes fases moveis MeOH:H.O e ACN:H,O nas proporgdes: 50:50; 60:40;
40:60 viv. As FM tiveram o pH ajustado para conseguir uma melhor retengéo das
triazinas.

As identificacdes dos picos dos herbicidas foram obtidas comparando-se os
tempos de retengdo (tr) dos herbicidas na mistura com os tr dos padrdes,
injetados isoladamente.

V.1.1.4. Preparo da Amostra

A amostra de urina testemunha, apods coletada, foi centrifugada para
remogéo de possiveis tecidos, e guardada em freezer a -20 °C. Para anélise estas
amostras foram descongeladas, centrifugadas novamente e submetidas ao
procedimento analitico de extracéo.

Duas técnicas de preparo de amostra foram empregadas: extrag&o liquido-
liquido (Figura V.1) e extracdo em fase sélida (Figura V.2).
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- Ajuste pH 9 (NH,OH)

- Fortificacdo

Extracdo com 3mL de CHCl3
(repetida 3 vezes)

- Agitagdo em vortex
-Centrifugac¢do 5 min - 4000 rpm

Camada organica

'

Concentragéo
Fluxo de N3

Diluiggo em 200 pL de FM

CLAE - 10uL

Figura V.1 - Fiuxogréma completo do tratamento de amostra de urina por ELL e

quantificac&o das triazinas por CLAE.
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- Fortificagdo com os pesticidas
- Ajuste pH 9 (NH.OH)

- Agitacao em vortex

- Centrifugagcdo 5 min - 4000 rpm

-~ r

Precipitagédo das proteinas
(2 mL de urina + 4 mL de ACN)

3 mL do saobrenadante + 20 mL H>O Milli-Q

Extragdo em fase solida (EFS)

Concentracéo
Fluxo de N2

Diluigdo em 200 uL de FM
CLAE - 10ul

Figura V.2 - Fluxograma completo do tratamentc de amostra de urina por EFS e

quantificagéo das triazinas por CLAE.
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Procedimento de EFS

1) Condiciona-se o tubo de extracdo passando-se por ele 10 mL de metanol;
2) Equilibra-se o tubo pela passagem de 5 mL de agua Milli-Q;
3) Forga-se a amostra a percolar através do tubo, com o auxilio de uma bomba de
vacuo, a uma vazao de 3 mL min™:
4) Lava-se o tubo com 5 mL de agua Milii-Q:
5) Descarta-se o eluato e seca-se o leito sorvente pela passagem de ar
| comprimido;

6) Elui-se o analito com solvente orgénico.

Os solventes organicos utilizados para eluicio: MeQOH: CHCl; e CHCl3: MeOH
(9:1viv).

V.1.1.5. Estudo da Estabilidade das Triazinas em Urina Testemunha

A estabilidade foi avaliada através da quantificagéo das triazinas simazina,
atrazina e ametrina adicionadas na urina em dois niveis de fortificagfes (80 e 150
ug L"). A técnica de extragdo empregada, neste estudo, para extrair as triazinas
foi a EFS, descrita no fluxograma da Figura V.2. O procedimento do teste de
estabilidade encontra-se descrito no item 111.8.
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V.1.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1.2.1. Definicdo das Condi¢bes Cromatograficas de Separacao das
Triazinas

A primeira etapa no desenvolvimento de metodologia analitica foi a
separagac cromatografica dos pesticidas (padroes), a fim de selecionar a methor
FM e vaz&o nos quais os pesticidas pudessem ser separados e detectados sem a
interfferéncia de outros componentes da matriz. Utilizou a FM MeOH:H2O em
vaz&o de 0,7 mL min™, na separacdo dos padrdes de triazinas {simazina, atrazina
e ametrina). Conforme mostra o cromatograma da Figura V.3 os pesticidas foram
‘eluidos em um tempo de analise relativamente longo, uma vez que estes
pesticidas sao basicos e ficaram muito tempo retidos na fase estacionaria. A
ametrina foi o Gitimo composto a ser eluido, em 21 min. Este tempo torna-se um
problema em andlise clinica, onde se precisa de diagndsticos rapidos e eficiente
para pacientes intoxicados.

3

S B
o 4 8 12 16 20 24
Tempo (min)

- Figura V.3 - Cromatograma obtido na separagdo da mistura dos herbicidas
triazinicos. Condigbes cromatograficas: colunas, analitica e de guarda, Nova-Pak
C-18 (4 um)ﬁ volume de injegdo: 10 uL; FM MeOH:H:0 (50:50, viv), vazdo: 0,7 mL
min”', deteccdo: UV, 220 nm. ldentificagdo dos picos: 1) simazina 2) atrazina 3)
ametrina.
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Conforme literatura [107], utilizando acetonitrila como FM ocorre a
diminuig&o do "background" provocado pelos eluentes no comprimento de onda de
220 nm. Na mudancga de metanol para acetonitrila observou-se uma diminuicéo do
"background" na regi&o de absorbancia do UV (Figura V.4).

a) b)

3

0 4 8 12 16 20 24 28 c 4 8 12 18 20 24
Tempo (min) Tempo (min)

Figura V.4 - Cromatogramas obtidos para a separagdo da mistura dos herbicidas
triazinicos. Condi¢hes cromatograficas: colunas, analitica e de guarda, Nova-Pak
C-18 (4 um); volume de injegéo: 10 ul; FM ACN:H,0 (40:60, viv), vazéo: 0,5 mL
min™ (Figura V.4a), e vazdo em 0,7 mL min™* (Figura V.4b); detecgo: UV, 220
nm. Identificag@o dos picos: 1) simazina 2) atrazina 3) ametrina.

Na tentativa de obterem picos mais estreitos e simétricos ajustou-se o pH
da mistura dos pesticidas para 9. A Figura V.5 mostra o cromatograma onde foi
usado como FM: ACN:H.0 (40:60 viv), pH 9 (NH,OH) a uma vazéo de 0.5 mL min
‘e comprimento de onda de detecgio em 220 nm. Visualizando o cromatograma,
verifica-se que a separagdo entre os herbicidas e o tempo de analise foram bons,
sendo que o primeiro composto, a simazina, eluiu em tr 6,7 min, ndo coincidindo
com os interferentes, que eluiram no inicio da corrida cromatografica. O Ultimo
compdsto a eluir, a ametrina, em tr= 17 min, apresentou um bom tempo de
retencdo e um perfil do pico mais simétrico. O ajuste do pH da FM auxiliou na
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diminuicdo da reteng@o dos compostos, bem como na simetria dos picos dos
pesticidas.

0 4 8 2 18 20
Tempo {min)

Figura V.5 - Cromatograma obtido para a separagdo da mistura dos herbicidas
triazinicos. Condigbes cromatograficas: colunas, analitica e de guarda, Nova-Pak
C-18 (4 um); volume de injegdo: 10 uL; FM ACN:HO (40:60, v/v), pH 9 (NH4OH),
vazdo: 0,5 mL min™: deteccdo: UV, 220 nm. Identificac&o dos picos: 1) simazina 2)
atrazina 3) ametrina.

V.1.2.2. Desenvolvimento do Método por Extracdo Liquido-Lliquido

Seguido de CLAE-UV

Dentre as varias etapas envolvidas na analise de urina, o procedimento de
preparo da amostra é extremamente importante, pois & através dele que é
possivel isolar os analitos de interesse, com um minimo de interferentes, que
venham a gerar resultados erréneos na quantificagéo dos compostos de interesse.

Ao se empregar a ELL, qualguer pH pode ser utilizado, porém deve-se levar
em conta a estabilidade e o carater acido-base do analito. Para que se obtenha

sucesso em uma extracdo, o analito deve encontrar-se na forma n&o ionizado a
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fim de facilitar a particio com a fase organica. Por essa razdo, o valor do pH da
fase aquosa pode necessitar de ajuste [35].

Iniciaimente foi empregado um método de extragdo liquido-liquido
desenvolvido por Clarke [44] para andlise de drogas. Este método, quando
aplicado ao “branco” da amostra testemunha, apresentou um cromatograma, que
foi expandido, Figura V.6, mostrando muitos interferentes. Esses interferentes,
possivelmente, sdo devido ao fato do éter etilico, utilizado para extrair o analito,
extrair também outros compostos apolares presentes na matriz. Portanto, este
~ procedimento de extracdo & inviavel de ser utilizado, devido ao grande nimero de
interferentes presentes, que podem eluir no mesmo tempo de retencio dos
pesticidas estudados, dificultando a guantificagdo dos mesmos.

0 5 10 15 20

Tempo (min)

Figura V.6 - Cromatograma do branco da urina apos extrac&o ELL com dietil éter.
Condicdes cromatograficas: colunas, analitica e de guarda, Nova-Pak C-18 (4
um); volume de inje¢do: 10 ul; FM ACN:H,O (40:60, viv), pH 9 (NH4OH); vazao:
0,5mL min™; detecg&io: UV, 220 nm.

Realizou-se uma modificagdc no método de ELL, ja desenvolvido por
Ciarke, bara se adequar ao tipo de amostra em estudo, conforme mostra o
fluxograma da Figura V.1, substituindo o éter etilico por cloroférmio. Analisando o
“branco” da_ amostra testemunha, cromatograma da Figura V.7a, verifica-se que o
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mesmo se apresenta mais limpo na regido onde os pesticidas eluem do que ©
obtido na Figura V.6. A Figura V.7b mostra o cromatograma obtido ap6s a urina
testemunha ter sido fortificada com 80 pg L™ dos herbicidas simazina, atrazina e

ametrina e extraida. Observa-se que os interferentes praticamente néo interferem
na quantificagdo dos analitos.

a) b)

5 10 15 20 6 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tempo (min)

P Lhu-‘._, " .——.—)
0

Tempo (min)

Figura V.7 - Cromatogramas obtidos apds extragédo ELL modificada, a) branco da
urina testemunha, b) amostra testemunha fortificada com 80 pg L™ das triazinas.
Condigbes cromatogréficas: colunas, analitica e de guarda, Nova-Pak C-18 (4
um); volume de injegdo: 10 pl.; FM ACN:H20 (40:60, v/v), pH 8 (NH4OH); vazéo:
0,5 mL min"; detecgdo: UV, 220 nm. Identificacio dos picos: 1) simazina 2)
atrazina 3) ametrina.

V.1.2.3. Validacio da Metodologia de Extracido Liquido-Liquido

Seguida por CLAE-UV
Apos estabelecido o procedimento de extracdo e as condigles
cromatogféficas de andlise, a proxima etapa no desenvolvimento do método foi

valida-lo.
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Os valores obtidos para as curvas analiticas evidenciaram boa linearidade.
A Tabela V.1 apresenta os intervalos de linearidade para as triazinas estudadas.

Como pode se observar, obtiveram-se excelentes coeficientes de correlagéo,
estando todos acima de 0,9998.

Tabela V.1 - Curva analitica e intervalo de linearidade para as triazinas obtidas
com as solugbes padrao.

Intervalo de

Herbicida a b linearidade
(ng L)
Simazina 48,5 1304  0,9998 40-600
Atrazina 58,5 177,5  0,9999 30-600
Ametrina 48,0 142,56 0,9999 40-600

a = coeficiente angular; b = coeficiente linear e r= coeficiente de correlacio.

Na Tabela V.2 encontram-se os valores de limite de detecgédo do
instrumento, calcutados usando 3 vezes a razao sinal/ruido, e apds a pré-
concentracdo. Os limites de quantificagio do instrumento foram correspondentes a
10 vezes a razao sinal/ruido. Observa-se que os herbicidas pertencem a mesma
classe e, portanto, possuem LD e LQ semelhantes, pois quandc sdo submetidos

as mesmas condi¢des de analise eles apresentam o mesmo comportamento.
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Tabela V.2 - Valores obtidos para os limites de detecgéo e quantificagéo para as
solugbes padréo das triazinas por CLAE-UV.

L Q- LD*® Lo*

: (ng L‘.u_;s © {ug'l) (g L7) {ug L)
Simazina 13 40 26 8
Atrazina 10 30 2,0 6
Ametrina 13 40 2,6 8

* valores obtidos para o instrumento;
** valores tedricos obtidos para o método (apds pré-concentragdo de 5 vezes).

A precis@o foi determinada em termos de repetibilidade e precis&o inter-
ensaio (intermediéria), expressas pelo coeficiente de variagdo (CV). Para a
repetibilidade foram realizadas nove determinagdes, uma vez que se trabalhou em
trés niveis de fortificagbes, realizando trés extragbes de cada nivel e injetando
cada extrag@o trés vezes no cromatégrafo (Tabela V.3). As analises foram
realizadas no mesmo dia, desde 0 preparo da amostra até as injecdes no
cromatdgrafo a liquido.

As precisbes inter-ensaio foram realizadas para a fortificagéo intermediaria
a fim de avaliar a repetibilidade das andlises em trés dias consecutivos. Foram
realizadas extragbes em triplicatas das amostras, que foram analisadas no mesmo
laboratério em dias diferentes. Os valores obtidos est@o dentro da faixa aceitavel,
ou seja < 20%, para analises toxicologicas [99].

Os resultados para as recuperagbes em niveis de concentragdes (40, 50,
- 80 ug L), obtidos por ELL, est&o apresentados na Tabela V.3 e variaram na faixa
de 50% a 93%. A simazina apresentou recuperag¢bes inferiores a atrazina e
ametrina, devido a perdas deste herbicida durante o procedimento de extragéo.
Embora niveis de recuperagbes de aproximadamente 100% sejam desejaveis, a
recuperacio de um analito pode ser t&o baixa quanto 50 a 60% se a recuperagéo
for precisa e reprodutivel [98].
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Tabela V.3 - Parémetros de validagdo obtidos para as triazinas, apds a ELL e
analise por CLAE-UV.

) L s Precisado - CV (%) -
PR Fortificagbes Recuperacdo SN
‘Herbicida . . . ooope

Ty T e =3
gLy (%) T —
ST P R - Intra-ensaios Inter-ensaios
a0 50 8,2
Simazina 50 51 1,2 1,5
: 80 63 3,4
40 71 0,82
Atrazina 50 72 1,4 1,5
80 86 1,3
_ 40 81 38
Ametrina 50 91 1,3 3,6
80 93 0,75

= numero de repetigoes.

V.1.2.4. Desenvolvimento do Método por Extracio em Fase Sélida

Seguida por CLAE-UV

A etapa inicial no desenvolvimento de um método de EFS consiste na
selegdo do solvente de eluigdo. Deve-se levar em conta na escolha do solvente as
caracteristicas do analito de interesse, da matriz e dos interferentes.

| Proteinas e moléculas de aita massa molar, presentes em amostras
biologicas (plasma,' soro, urina etc.), podem deteriorar a coluna cromatogréfica,
que perde eficiéncia, podendo prejudicar a detecgdo e quantificagio dos analitos.
Por isso, -ém'anélises de matrizes biolégicas deve-se usar coluna de guarda, as
vezes necessitando de ultrafiltrag&o da amostra ou precipitagdo das proteinas,
antes da inje¢ao.
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O método de precipitagdo de proteinas [92,108] utilizado consistiu,
basicamente, em dissolver a amostra em acetonitrila na proporgéo 1:2 viv e
centrifugar, sendo que o sobrenadante encontra-se livre das proteinas. O
cromatograma obtido apds a precipitagéo das proteinas seguido de EFS e analise
por CLAE pode ser visualizado na Figura V.8, onde se observa que houve
reducdo dos interferentes (proteinas e moléculas de alta massa molar), que séo
eluidos na regiao inicial.

Apds precipitaciio das proteinas foram testados vérios soiventes de eluicao
dos analitos na EFS utilizando tubos de extragdo comercial C-18.

A escolha do melhor solvente de eluicdo baseou-se na analise do “branco’
da amostra, levando-se em consideragdo o solvente que eluisse o minimo
possivel de interferentes. Solventes muito polares, como o metanol, ndo s&o ideais
para eluicgo dos pesticidas da amostra de urina, pois pode-se observar que no
momento que o solvente passa através do tubo de extragdo ele tambem arrasta os
interferentes da amostra, sendo que o eluato fica com a cor da urina, que foi
percolada pelo tubo de extragdo. Este tipo de eluato ndo pode ser injetado no
cromatografo, pois pode deteriorar a coluna cromatografica. Mesmo ao usar ©
solvente menos polar em maior proporgdo misturado com um mais polar
(CHCIz:MeOH, 9:1 viv), os interferentes foram arrastados juntamente com o
analito. Porém ao utilizar o CHCI3 puro para a eluicdo, obteve-se, conforme mostra
o cromatograma da Figura V.8a, um bom perfil do “branco testemunha®, sem
interferentes na regido onde os pesticidas sdo detectados, como pode ser
visualizado no cromatograma da Figura V.8b para a urina testemunha fortificada.
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Figura V.8 - Cromatogramas obtidos apés aplicagdo da extracéo em fase sélida:
a) branco da amostra de urina testemunha b) amostra de urina testemunha
fortificada com as triazinas a 80, 100 e 150 ug L e eluidas com CHCIs. Condigdes
cromatograficas: colunas, analitica e de guarda, Nova-Pak C-18 (4 um); volume de
injegdo: 10 ul; FM ACN:H-O (40:60, viv), pH 9 (NH40H); vazao: 0,5 mL min™:
detecgdo: UV, 220 nm. Identificacdo dos picos: 1) simazina 2) atrazina 3)
ametrina.

V.1.2.5. Validacdo da Metodologia de Extracao em Fase Solida
Seguida por CLAE-UV

Os valores da curva analitica obtidos a partir da solucdo trabalho e de

limites de detecgéo e quantificacdo encontram-se, respectivamente, nas tabelas
V.ieV.2

A Tabela V.4 apresenta os valores dos parametros de validagéo, obtidos
apos procedimento de precipitacio de proteinas e EFS da amostra de urina em
trés niveis de fortificacdes de 80 ug L™ 100 ug L e 150 pg L™, para cada triazina
estudada. Para cada concentraco foram feitas trés extracdes e cada amostra foi
injetada trés vezes no sistema cromatografico.
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Tabela V.4 - Parametros de validagéo obtidos para as triazinas, apos a EFS e
analise por CLAE-UV.

. - _ Precisdo - CV (%)
Fortificacbes  Recuperagéo

Herbicida e (n=3)
(ngL™) (%) _ -
- Intra-ensaios Inter-ensaios

80 76 10

Simazina 100 78 7.2 97
' 150 70 8,8
80 76 11

Atrazina 100 82 g3 15
150 73 9.8
. 80 74 2,2

Ametrina 100 81 15 11
150 72 11

n= numero de repetigoes.

Os valores de recuperacdes, nos 3 niveis de fortificagdo das triazinas,
apresentaram resultados dentro da faixa de 70 a 82%, sendo aceitaveis para
amostras biolégicas, mostrando que € possivel realizar a extragdo simuitanea de
herbicidas da mesma classe. Os valores de precis@o apresentados, de um modo
geral, foram muito bons, uma vez que foram inferiores a 20%.

V.1.2.6. Estabilidade das Triazinas em Urina Testemunha

O estudo de estabilidade das triazinas em urina testemunha foi realizada
empregando o método de extragdo EFS seguida de CLAE. Os valores de
degradacdo obtidos durante 3 semanas com 3 ciclos de
congelamento/descongelamento s&o mostrados na Tabela V.5.
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Tabela V.5 — Valores de degradagéoc obtidos através do estudo de estabilidade
das triazinas durante 3 semanas.

‘Degradagao(%)
Herbicida Fortificagdes o

T 80 17 3.2 18
Simazina

150 38 56 22

) 80 1,2 6,0 19
Atrazina

150 4.4 10 20

, 80 2,1 7.8 27
Ametrina

‘ 150 4.0 10 20

Pode se observar que os pesticidas estudados foram estaveis por um
periodo de 2 semanas, apresentado variagbes de conceniragéo iguais ou
inferiores a 10%. Com estes resultados conclui-se que ao analisar pesticidas em
amostras biolégicas deve-se tomar muito cuidado durante a coleta, estocagem e

analises das amostras, pois muitos pesticidas s&o instaveis, podendo degradar
faciimente.

V.2 - DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIAS ANALITICAS
EMPREGANDO CLAE-EM

Nessa parte do trabalho, foi aplicada a técnica bastante sensivel e seletiva
de deteccdo, espectrometria de massas usando interface electrospray-ES,
acopladé a CLAE, para a confirmag&o e quantificagdo dos herbicidas simazina,
atrazina e ametrina, e seus metabdiitos 2-hidroxi-atrazina e 2-cloro-4,6-diamino-
1,3,5-triazina, presentes em urina. Inicialmente realizou-se um estudo para
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estabelecer as condigdes cromatograficas por CLAE-EM na separagéo desses
- herbicidas e, em seguida procederam-se as analises com possive! quantificagac
dos herbicidas. O objetivo principal foi verificar a detectabilidade e a aplicabilidade
dessa técnica na andlise dos herbicidas em questdo, e compara-lo com o ja
estabelecido utilizando-se CLAE-UV.

Este estudo foi realizado no laboratério de Quimica Organica do Instituto
de Quimica de Araraquara — UNESP, contando com a colaborag&o do Prof. Dr.
Wagner Viiegas.

V.2.1. PARTE EXPERIMENTAL

V.2.1.1. Condig¢bes de Analise Usadas na CLAE-EM

O sistema de CLAE e o espectrometro de massas estdo descritos no item

lIL.3. As condicoes de andlise empregadas em CLAE-EM estdo descritas na
Tabela V.6.

V.2.1.2.Preparacao da Solucao Estoque

As solucdes estoque das triazinas e metabdlitos individuais foram
preparadas em metanol nas seguintes concentragdes: atrazina (103,0 mg L™,
simazina (100,0 mg L"), ametrina (102,0 mg L"), 2-hidréxi-atrazina (104,0 mg L)
e 2-cloro-4,6-diamino-1,3,5-triazina (138 mg L™). Em seguida preparou-se uma
solugdo contendo a mistura das triazinas e os metabolitos em uma concentragao
de 1000 pug _L'1 de cada herbicida. Esta solugcio foi utilizada para fortificar as

amostras-é_ construir as curvas analiticas (faixa de 6 ug L™ a 800 ng L").
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Tabela V.6. Par&metros de andlise utilizados por CLAE-EM.

Condigoes de Analise

Coluna Analitica
Coluna de guarda

Fase Movel
Vazao da FM
Eluicdo por Gradiente

Volume de injecdo

Bomba

Aquisicdo de Dados

Vaz&o do gas nebulizador
Vaz&o do gas nitrogénio

(gas secante)

Voltagem do capilar

Modo de formac&o de ions
Temperatura da fonte de ions
Splitter

ions selecionados (SIM):

Nova Pak C18, 150 mm x 3,9 mm d.i. e tamanho
de particula de 4 um.

Nova Pak C18, 20 mm x 3,9 mm d.i. e tamanho
de particula de 4 pm.

Acetonitrila:Agua (50:50, v/v), pH 3 (CH:COOH):
0,3 mL min

Solvente A.  ACN 100%:; solvente B:
H20:CH3;COOH 100:0,1 (v/v). Iniciou-se com 50%
de A e 50% de B (18 min), a seguir utilizou 100%
de A por 10 min.

10 uk

binaria (modelo LC-10 AS)

Software Masstynx

30Lh"

~ 300 L h"

4000 Vv

positivo (ions protonados)
150 °C

30 uL min™

145, 202 e 216
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V.2.1.3. Selegao da Fase Movel

Para realizar a separagdoc das triazinas foi analisada a FM ACN:H>0 nas
proporcoes: 50:50 e 40:60 (viv). A FM foi testada com uma variagéo de pH de 3 3
5, sendo que o ajuste em pH 3 com &cido acético resultou em uma melhor
retencéo das triazinas.

‘A ordem de eluicdo e identificacdo dos picos dos herbicidas foi feita
comparando-se os tempos de retengéo (tr) dos herbicidas na mistura com os tr
dos padrdes, injetados isoladamente.

V.2.1.4. Preparo da Amostra

A amostra de urina testemunha, apds coleta, foi centrifugada, para remogéo
de possiveis tecidos, e conservada em freezer a8 20 °C. Para analise, estas
amostras foram descongeladas a temperatura ambiente, centrifugadas novamente

e submetidas ao procedimento de extragdo EFS, descrito no fluxograma da Figura
V.2

V.2.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

V.2.2.1. Otimizagao das Condi¢cdes Cromatograficas

Uma das etapas no desenvolvimento de uma metodologia analitica € a
separagdo cromatografica dos analitos (padrdes). Dessa forma, realizou-se no
LabCrom, um estudo visando obter a melhor FM, pH e vazido para que os
herbicidas triazinicos e os metabdlitos pudessem ser detectados no UV-Vis, sem a
interferéncia de outros componentes da matriz.

O pH e a variagdo na composigdo da FM influem diretamente na resolugéo
dos picos. Avaliou-se a fase mdvel em pH baixo, sendo que boa separacio e
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detectabilidade foi obtida com adicéo de 4cido acético na FM, em pH 3,0. AFM
acida aumenta a ionizagdo das moléculas Que possuem carater basico,
melhorando assim a detecgéo destas substancias no espectrometro de massas.
Diferentes condigbes foram testadas e a melhor, em termos de fase movel, na
‘qual se obteve uma boa separagio das triazinas em relagéo aos interferentes, que
eluem no inicio, esta mostrada no cromatograma da Figura V.9.

N

12 16 20 24 238

Tempo (min)

0 4 8

Figura V.9 - Cromatograma obtido na separagdo da mistura dos herbicidas
triazinicos e dois metabdlitos por CLAE. Condigbes cromatogréficas: colunas,
analitica e de guarda, Nova Pak C-18 (4 um), volume de injegdo: 10 uL; FM
ACN:H,0 (50:50, viv), pH 3 (CH;COOH); vazso: 0,3 mL min™: detecgio UV, 220
nm;. Identificag&o dos picos: 1) 2-cloro-4,6-diamino-1,3,5-triazina 2) simazina 3)
atrazina 4) 2-hidroxi-atrazina 5) ametrina.

Visualizando o cromatograma da Figura V.9, verifica-se gue a separagdo
entre os herbicidas foi muito boa nesta vazao, com excegdo da ametrina que se
apresentou com cauda e eluiu em um tempo maior por ser um pesticida mais
basico, que deve ter tido uma maior interagio com os grupos silandis residuais da
FE, ficando mais retida.

ApGs definir as condigdes cromatograficas que permitiram uma melhor
separacdo dos pesticidas realizou-se a andlise da urina testemunha, branco
(Figura V.10), para avaiiar se os pesticidas co-eluiiam com interferentes da
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matriz. Pelo cromatograma pode se observar que o metabdlito 2-cioro-4,6-
diamino-1,3,5- triazina (pico 1) elui na regido de interferentes. Porém, através do
uso de EM no monitoramento SIM foi possivel detectar e quantificar este

composto, pois seleciona-se o pico de m/z de interesse.

"
_J
0O 4 & 12 16 20 24 28

Tempo ( min)

-

Figura V.10 — Cromatograma do brance da urina testemunha apos extragac EFS.
Condi¢es cromatograficas: colunas, analitica e de guarda, Nova Pak C-18 (4 um);
volume de injecdo: 10 ul; FM ACN:H20 (50:50, v/v), pH 3 (CHsCOOCH); vazdo: 0,3
mL min™; detecgdo: UV 220 nm.

Foram avaliadas também as condigbes de separagdo dos pesticidas
utiizando eluicdo por gradiente, visto que o ultimo pico da ametrina eluiu em
tempo de retengao relativamente iongo e apresentou um pico largo. Foi testado no
cromatografo a liquido da Shimadzu, o qual estd acoplado ao detector de EM, o
seguinte programa de gradiente: solvente A: ACN 100%; solvente B:
H,0:CH3COOH 100:0,1(v/v). O gradiente iniciou-se com 50% de A e 50% de B,
manteve-se durante 18 min nesta condi¢do, em seguida foi a 100% de A por 10
min e retornou as condigdes iniciais em 5 min.

NZo se conseguiu boa repetibilidade para a ametrina e o metabdlito 2-
hidréxi-atrazina, pois houve degradacdo das solucbes padrao, portanto eles ndo
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foram analisados por CLAE-EM. Para os herbicidas atrazina, simazina e o
metabolito 2-cloro-4,6-diamino-1,3,5 triazina a separagio e a repetibilidade das
analises foram téo boas quanto as obtidas com as condicdes pré-estabelecidas no
LabCrom com o emprego da eluigéo isocratica, FM ACN:H,O (50:50, viv), pH 3
(CHsCOOH); vazdo: 0,3 mL min™ e detecgdo: UV 220 nm.

O limite de detecgdo no EM pode ser melhorado sensiveimente através da
otimizagéo da fase mével e do uso do modo SIM (Selective lon Monitoring). Os
jons produzidos de cada herbicida e os ions de maior abundancia foram
selecionados para quantificagio, conforme a Tabela V.7.

- Tabela V.7 - ions caracteristicos e ions selecionados para a quantificacio dos
herbicidas usando o modo de ionizagéo positiva.

L . lons. . :
S MassaMolar -~~~ - ' jonselecionado para -
Herbicida- =~ = 4. - produzides . . s
S {gmol™y oo quantificacdo
2-cloro-4,6-
o 61, 85, 122, 132,
diamino-1,3,5- 145 145
o 143, 145, 147
triazina
_ ) 61, 75, 85, 143,
Simazina 201 202
. 145, 202, 204
] 61, 75, 86, 143,
Atrazina 215 216
145, 216, 218

Apesar da detectabilidade do EM ser maior que a do detector UV/Vis, n&o
foi possivel a injecio direta da amostra, sem tratamento prévio. Assim, foi
necessario realizar a etapa de pré-concentragéo, por EFS, descrita no fiuxograma
da Figura V.2, de forma a adequar a concentragéio do analito & detectabilidade do
detector.
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V.2.2.2. Validagao da Metodologia por CLAE-EM

Pelo emprego da CLAE-EM foram avaliados, através da construgdo de
curvas analiticas, os parametros de linearidade na faixa, de 6 a 800 ug L para 0s
pesticidas 2-cloro-4,6-diamino-1,3,5-triazina, simazina e atrazina. Estes valores
estdo descritos na Tabela V.8. Como pode-se observar, obtiveram-se excelentes
coeficientes de correlacao, estando todos acima de 0,9998.

Tabela V.8 - Curva analitica e intervalo de linearidade para as solugdes padréo
das triazinas.

lon Intervalo de
Herbicida selecionado a b r linearidade
(ngL”)
2-cloro-4,6-diamino- 146 545 448  0,9998 6-800
1,3,5-triazina
Simazina 202 3979 1265 0,9999 6-800
Atrazina 216 3915 1355 0,9999 6-800

a = coeficiente angular; b = coeficiente linear e r= coeficiente de correlacgao.

A Tabela V.9 apresenta os limites de detecg@o e de quantificagcdo, do
método de EFS seguido de andlise por CLAE-EM, mostrando que os herbicidas
apresentaram valores de LD e LQ semelhantes e satisfatorios, pelo fato de
~pertencerem a mesma classe e os valores obtidos apbs pré-concentragéo de 5
vezes.
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Tabela V.9 - Valores de limites de deteccdo e quantificaco para as soluces

padrao das triazinas.

Herbicida

LQ* LD** LQ*

gL  (ngl")  (ugL™")  (ugL)

2-cloro-4,6-diamino-

6 0,4 1,2
1,3,5-triazina
Simazina 6 0.4 1,2
Atrazina 6 0,4 1,2

* valores obtidos para ¢ instrumento;

** valores tedricos obtidos para o método (apds pré-concentracéo de 5 vezes).

Os resultados para as recuperagtes das triazinas, obtidos por EFS estao
apresentados na Tabela V.10 e variaram na faixa de 82% a 114%, estando dentro

do intervalo aceito na literatura [97].

Tabela V.10 - Parametros de validacéo obtidos para as triazinas, apds a EFS e

andlise por CLAE-EM.

) _ Precisédo - CV (%)
Fortificagbes Recuperagao
Herbicida 1 (n=3)
{ng L) (%) - -
Intra-ensaios Inter-ensaios
2-cloro4,6- 30 82 0,71
diamino-1,3,5- 60 92 1,9 22
triazinas 120 101 1,0
10 92 065
Simazina 20 102 0,55 0,87
40 114 0,51
. 30 84 2.4
Atrazina 60 91 0,64 0,79
120 100 1,0

n= numero de repetices.
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V.3 - COMPARACAO ENTRE OS DETECTORES EMPREGADOS

Os resultados de validagdo para as triazinas, obtidos através de deteccéo
por EM, foram bons quando comparados com os de detec¢do no UV.

A Tabela V.11 apresenta uma comparacdo feita entre os detectores
espectrofotométrico de absorbancia no UV/Vis de comprimento de onda variavel
(UV/NVis) e o espectrometro de massas (EM) em termos de detectabilidade. No
detector UV foi usado uma fase mével alcalina de maneira que os pesticidas foram
detectados na forma neutra, apresentando uma retengéo adequada, porém um LD
elevado. No detector EM foi usado uma fase modvel acida, que ocasionou a
ionizac&o dos pesticidas fazendo com que eles fossem detectados em niveis mais
baixos.

O detector de absorgéo no UV é simples, de custo satisfatério e adequado
para andlise de pesticidas que possuem grupos cromoforos, entretanto quando
comparado ac EM apresenta limites de detecg@o mais elevados (Tabela V.11) e
falha, sobretudo, na identificacdo dos pesticidas. Neste aspecto, o EM constitui em
uma ferramenta de alta potencialidade, pois através do seu usoc, é possivel ter a
confirmagdo da presenca dos pesticidas, sendo que ele fornece informagdes
estruturais, o que é de vital importancia na andlise de amostras reais, tanto
biolégica como provenientes do meioc ambiente. Outra caracteristica bastante
atraente no EM é a sua universalidade, podendo analisar quaiquer tipo de analito,
porém ele também & seletivo, podendo ser ajustado para operar no modo ion
seletivo, denominado Selective lon Monitoring (SIM). Estas caracteristicas séo de
grande importancia na anélise de pesticidas, pois a eluicdo dos mesmos poede
coincidir com a dos interferentes, e monitorando o ion do pesticida conhecido
~ torna-se possivel a analise, tanto qualitativa quanto quantitativa, demonstrando a
seletividade do detector.

As desvantagens do EM em relag&o ao detector UV é o seu custo elevado e
a maior dificuldade em encontrar as condigdes adequadas para separagdo e
quantificagéo de pesticida.
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Tabela V.11 - Comparagdo entre os detectores, EM e UV, em termos de
detectabilidade

Herbicida ~ LD-EM-SIM LD-UV
(ug L™ (ug L)
Atrazina 04 20
Simazina 04 2,6

V.4 - APLICACAO DO METODO

Apesar da CLAE-EM mostrar mais adequada para analise de amostras
reais, como néo se dispunha deste equipamento no IQ-UNICAMP e o aparelho, no
qual foi feito o desenvolvimento do método de CLAE-EM, no IQ-UNESP,
Araraquara, ndo estar disponivel, resolvemos fazer a avaliagdo da urina do grupo
controle e estudo, empregando o procedimento esquematizado na Figura V.1.

V.4.1. Grupo Controle

Avaliando o cromatograma, Figura V.11, obtido apés analise da amostra de
urina do individuo MAG do grupo de controle, observou-se que o mesmo néo
apresentou niveis detectaveis pela metodologia desenvolvida dos herbicidas
triazinicos, cujo aparecimento deveria ocorrer nas regibes marcadas pelas setas.
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Figura V.11 - Cromatograma da amostra de urina coletada do individuo MAG,
grupo controle, apés ELL e CLAE-UV. Condi¢bes cromatograficas: colunas,
anaiitica e de guarda, Nova Pak C-18 (4 um); volume de injecdo: 10 pt; FM
ACN:H20 (40:60, viv), pH 9 (NH4OH); vazdo: 0,5 mL min™; detecgdo: UV 220 nm.;.

Os cromatogramas obtidos apds analises das amostras de urina dos
demais individuos do grupo controle foram semelhantes ao da Figura V.11.
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a) b)
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Figura V.12 - Cromatogramas das amostras de urina coletadas do individuo PR,
grupo estudo, apos ELL e CLAE-UV. a) pré-exposi¢io e b) pds-exposicéo.
Condigdes cromatograficas: idem & Figura V.11.

V.4.2. Grupo Estudo

Neste grupo foram avaliadas as amostras de urina coletadas pré e pos-
exposi¢cdo, sendo que, respectivamente nas Figuras V.12a e V.12b sao
mostrados exemplos de cromatogramas obtidos para o individuo PR Para este
individuo e demais pertencentes ao grupo controle ndo foi detectada a presenca
dos herbicidas triazinicos, dentro do limite de detecgiio do método.

A Figura V.13 mostra que o método desenvolvido & adequado e eficiente,
pois quando se fortificou, com 150 pg L™ dos herbicidas triazinicos, a amostra de
urina do individuo PR, pos-exposicdo, que estava com nivel ndo detectado de
pesticidas, Figura V.12, apdés ELL seguido de CLAE-UV, obteve-se um
cromatograma onde se visualiza claramente a presenga da simazina, atrazina e

ametrina,
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Figura V.13 - Cromatograma da amostra de urina coletada do individuo PR, grupo
estudo (pos-exposicao) fortificada com padrées de simazina, atrazina e ametring,
apoés ELL e CLAE-UV. Condicdes cromatograficas: idem a Figura V.11,
Identificagdo dos picos: 1) simazina 2) atrazina 3) ametrina.

V.5 - CONCLUSOES PARCIAIS

v Desenvolveram-se metodologias analiticas, devidamente validadas, com ©
emprego da cromatografia liquida de alta eficiéncia e detectores UV e EM, para
a determinagcdo de triazinas e aiguns de seus metabdlitos em urina
testemunha.

v" Neste trabalho foram propostas duas técnicas de extragdo, a ELL e a de
precipitacédo de proteinas seguido da EFS. O tempo gasto na extragcdo ELL foi
de aproximadamente 20 minutos. O método, ELL seguido de CLAE-UV,
apresentou precisées e recuperagdes adequadas, para atrazina e ametrina,

entretanto para simazina ocorreu perda no procedimento de extragao.
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v" A EFS quando comparada a ELL foi de execugdo mais sim;;Ies e juntamente
com a CLAE-UV mostrou paréametros de validagdo muito bons para atrazina,
simazina e ametrina.

v O método de deteccéio influencia nos resultados, sobretudo em relacdo &
detectabilidade, seletividade e identificacéio. Dessa forma, constatou-se que a
deteccéo por EM, utilizando o modo SIM, em relagdo a UV é mais seletiva e
permite a confirmagéo dos pesticidas, o que ¢ muito importante em analise de
multirresiduos pertencentes a uma mesma classe.
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CAPITULO VI

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIAS
PARA DETERMINACAO MULTIRRESIDUO
DE UREIAS SUBSTITUIDAS EM URINA
HUMANA POR CLAE-UV
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VI- DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIAS ANALITICAS PARA
DETERMINACAO MULTIRRESIDUO DE UREIAS SUBSTITUIDAS EM

URINA HUMANA POR CIAE-UV

O emprego da extrag&o em fase sélida (EFS) tornou-se atraente no "clean
up" e pré-concentrag&o de analitos devido as suas vantagens. Portanto, nesta
parte do trabatho foram desenvolvidas metodologias, baseadas em EFS, para
extrair e pré-concentrar os herbicidas uréicos, diuron, linuron e seu metabdlito 3,4-
dicloroanilina da wrina, seguida de determinacdo por CLAE-UV. Durante o
desenvolvimento dos métodos verificou a aplicabilidade da EFS utilizando
sorventes C-18 de diferentes procedéncias e também a potencialidade da coluna
cromatografica de  poli{metiloctilsiloxano)  imobilizada por microondas,
confeccionada no LabCrom, na determinagéo dos pesticidas.

VIL1. DETERMINACAO DE HERBICIDAS UREICOS ATRAVES DE
TUBOS COMERCIAIS E CONFECCIONADOS NO [ABCROM PARA
EXTRACAO EM FASE SOLIDA, SEGUIDA POR CLAE

VI.1.1. PARTE EXPERIMENTAL

VL.1.1.1. Instrumentagio

Estes experimentos foram realizados em um sistema de CLAE-UV,
empregando coluna analitica e de guarda comerciais, descritos no item I1.3.
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VI1.1.1.2. Preparo da Solu¢ao Estoque

Os padrées dos herbicidas diuron, linuron e seu metabdlito 3,4-
dicloroanilina estdo descritos, quanto a sua procedéncia e grau de pureza, na
Tabela HL.1. Primeiramente foram preparadas solugdes estoques de cada um dos
pesticidas, em metanol, nas seguintes concentragdes: diuron (100,9 mg L"),
linuron (102,8 mg L") e 3,4-dicloroanilina (103,9 mg L™"). A partir destas, foi
preparada uma solugdo padrdo, com a mistura dos trés herbicidas uréicos, em
uma concentragéo de 2000 pg L™ de cada um deles. Partindo da solugio padréo,
outras solugbes de trabalho foram preparadas para fortificar e construirem as
curvas analiticas, por diluiggo volume/volume. Essas solugdes foram estocadas
em geladeira (4 °C) durante todo o desenvolvimento e validagéo do método e
permanecéram estaveis por pelo menos trés meses.

Os solventes utilizados como constituintes das fases modveis e como
solventes extratores e de eluigcdo (acetonitrila, metanol, diclorometano) foram de
grau cromatografico, e o reagente NH4OH, empregado para ajustar o pH da urina,
foi grau PA, com sua procedéncia descrita no item 111.5.

VI.1.1.3. Preparo de Tubos de Extracdo no LabCrom

O objetivo primordial na utilizagdo de tubos de extragdo nos quais o
sorvente foi preparado no LabCrom foi avaliar o potencial desses materiais,
empregando-os na determinagéo de pesticidas em urina. Esta parte do preparo de
sorventes para serem utilizados em EFS foi feito pela pesquisadora Sonia Claudia

do Nascimento de Queiroz em sua tese de doutorado [79], onde propds a
: substituigdo da reagdo comum com um organoclorossilano pela adsorgéo do
polimero poli{metiloctadecilsiloxano) (PMODS), que é um polissiloxano, que atua
como fonte das cadeias alifaticas do tipo C-18; por um processo de sorggo fisica
dos polimeros sobre a silica, seguida de imobilizagdo térmica e a eliminagc&o da
etapa de capeamento.
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Resumidamente, os sorventes para EFS foram preparadas através do
recobrimento da silica, Fluka, de tamanho de particulas de 40 a 60 ym, com uma
solugéo de poli(metiloctadecilsiloxano) (PMODS) em pentano. Apés agitacgo de 3
horas e evaporagdo do solvente organico, o sorvente foi submetido a imobilizacéo
térmica a 120 °C, por 4 horas. A seguir o sorvente foi extraido com uma sequéncia
de hexano e metanol, em bomba de aita presséo convencional, e, por tltimo, em
metanol, usando uma bomba de enchimento a uma pressdo de 1000 psi (6,9
MPa).

Os tubos foram confeccionados utilizando uma seringa tipo hipodérmica,
com corpo de polipropileno de 5 mL (lbrasgamma), recheada com 500 mg de
sorvente, que ficou retido por meio de dois filtros de polistileno, com tamanho de
poros de 20 um.

VI.1.1.4. Preparagido da Amostra

O método de preparo da amostra teve por base a extragiio em fase sélida
(EFS), a qual depende da afinidade da substancia a ser extraida com a matriz
biolégica € com o sorvente e da facilidade de eluicdo dessa substancia com o
solvente extrator.

O fluxograma da Figura V1.1 mostra o procedimento completo de extragdo
adotado onde foram utilizados tubos de EFS comercial, do tipo C-18, de 3 mL,
Supelco, e tubos confeccionados no LabCrom. Para a otimizagéo da extragéo dos
compostos uréicos e eliminagdo dos interferentes enddgenos, de forma adequada,
foram feitas vérias alteragdes no procedimento de extragdo, das quais se
destacam mudangas no valor de pH da amostra, solvente de eluicdo e remogéo de
proteinas.

A simplicidade e eficiéncia dos métodos de remocdo de proteinas e
precipitégéo de outros materiais endogenos na preparagéo de amostras garantem
0 seu amplo emprego, de forma isolada ou em conjunto com outros métodos de
purificacéo, por exemplo a EFS.
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Como ja foi visto anteriormente, a presenca de proteinés pode levar a
danos na coluna cromatografica e também pode interferir na quantificagdo do
analito, pois este pode estar ligado a essas proteinas e nado ser extraido
completamente.
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- Fortificac@o com os pesticidas
- Ajuste pH 9 (NH,OH)

- Agitagdo em vortex

- Centrifugacéo 5 min - 4000 rpm

Precipitagdo das proteinas
(2 mL de urina + 4 mi. de ACN)

3 mL do sobrenadante + 20 mL H.O Milli-Q

Fluxo de N2

Figura VI.1- Fluxograma completo do tratamento de amostra de urina por EFS e
quantificac&o dos compostos uréicos por CLAE-UV.
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Procedimento de EFS

1) Condiciona-se o tubo de extracao passando-se por ele 10 mi de metanol;

2) Equilibra-se o tubo pela passagem de 5 mL de agua Milli-Q;

3) Forga-se a amostra a percolar através do tubo, com o auxilio de uma bomba de
vacuo, a uma vazio de 3 mL min™;

4) Lava-se o tubo com 5 mL de agua Milli-Q;

5) Descarta-se o eluato e seca-se o leito sorvente pela passagem de ar
comprimido;,

8) Elui-se o analito com 3 mL de diclorometano.

VI.1.1.5. Estudo da Estabilidade das Uréias Substituidas em Urina

Testemunha

A estabilidade foi avaliada através da quantificag@o das uréias substituidas
adicionadas na urina testemunhas nos seguintes niveis de fortificacdo: diuron (30,
120 ug L™), linuron (50, 200 ug L™') e o metabdlito 3,4-dicloroanilina (100, 400 ug
L™). O procedimento de estabilidade foi feito conforme descrito no item Il1.8.

A técnica de extragio empregada para extrair os herbicidas diuron, linuron
e seu metabolito 3,4-dicloroanilina foi a EFS, utilizando tubos de extragbes
comerciais, seguindo procedimento descrito no fluxograma da Figura V1.1.
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VI.1.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Vi.1.2.1. Desenvolvimento do Método por Extracio em Fase Sélida

Utilizando Tubos Comercias, Seguido de Quantificacao por CLAE-UV

A preparagdo da amostra assume uma grande importancia antes da
. analise, pois é a etapa responsavel pela remocdo da maioria dos interferentes da
matriz. A urina, sendo uma matriz compiexa, contendo multi-componentes,
podendo ter a interferéncia de muitos destes compostos no processc de andlise,
necessita de isolamento seletivo e de pré-concentragdo. Para que se pudesse
obter uma boa seletividade, inicialmente foi proposta uma metodologia analitica
que formecesse condigGes para uma separagio adequada dos herbicidas. Como
ponto de partida para o desenvolvimento dessa metodologia foi realizada a
precipitacio das proteinas com objetivo de eliminar compostos enddgenos para
que eles n&o interferissem na detecc&o dos analitos de interesse [108].

| Apesar dos pesticidas selecionados pertencerem a mesma classe e
possuirem carater neutro, foram realizadas extragbes variando o pH da matriz
para que se pudesse obter uma melhor detecgdio destas espécies. Diferentes
condigdes foram testadas e a melhor, em termos de simetria de pico, foi obtida
com o ajuste do pH da urina igual a 10 (bésico). Também foram testadas varias
condigdes de fase mével, sendo a melhor mostrada na Figura V1.2.

A separagdo obtida, visualizada na Figura VI.2b,, utilizando como FM
ACN:H20 (40:60, v/v), vazdo de 0,8 mL min' e detecg¢do UV em 254 nm, foi muito
boa, bem como o tempo de anélise. Na Figura V1.2a tem-se o branco da urina
testemunha, onde se verifica que os interferentes ndo causam problemas na
analise dos herbicidas uréicos.
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Figura V1.2 — Cromatogramas: a) branco da urina testemunha b) urina testemunha
apos fortificacdo e extragdo EFS com tubos comerciais C-18. Condigbes
cromatograficas: colunas, analitica e de guarda, Nova Pak C-18 (4 um); volume de
injecdo: 10 pL; FM ACN:H2O (40:60, viv);, vazédo: 0.8 mL min": deteccao: UV, 254
nm. ldentificagao dos picos: 1) diuron 2) 3,4-diclorcanilina 3) linuron.

VI.1.2.2. Desenvolvimento do Método por Extracdo em Fase Sélida
Utilizando Tubos Confeccionados nc LabCrom, Seguido de Quantificacao

por CLAE-UV

A extracdo em fase sdlida € um método Util para pré-concentrar os analitos
ou mesmo para limpeza de amostras por possuir varias vantagens quando
comparada com a ELL, mas como desvantagem os tubos apresentam precos
muito altos e, para o Brasil, sdo importados. Assim, foi propostc um novo processo
para obtengé@o de sorventes C-18, destinados a extragdo em fase sdlida, a fim de

tornar mais viavel economicamente a aplicagéo desta técnica.
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Os tubos de extragfo, apOs serem confeccionados, foram testados para
avaliar a sua capacidade de reter os herbicidas como o diuron, linuron e 3,4-
dicloroanilina presentes em urina testemunha, seguindo o procedimento de EFS
descrito no fluxograma da Figura V1.1. A Figura VI.3 apresenta os cromatogramas
obtidos para uma amostra de urina testemunha (branco) e urina fortificada com os
herbicidas uréicos.

Os picos dos interferentes que eluiram tanto no branco como na amostra
fortificada s&o provenientes, provavelmente, de interferentes das amostras que
‘nado ficaram retidas nos tubos confeccionados no laboratério, uma vez que eles
n&o apareceram na Figura VI.2 , na qual se utilizou o tubo comercial, entretanto
eles ndo interferem na detecgdo dos herbicidas em estudo. O composto 3,4-
dicloroanilina ndo apresentou boa repetibilidade e preciséo inter-ensaio guando da
utilizaco deste tipo de tubo, dificultando a sua analise quantitativa.

a) b)
\1 ! 3
it ‘
3 .’]
!M: in\ z
AR iy

MU L
0 2 4 6 8 10 12 M 1 18 0 4 8 12 16
. Tempo (min)
Tempo (min)

Figura V1.3 — Cromatogramas: &) branco da urina testemunha b) urina testemunha
apos fortificagdo e extragdo por EFS com sorvente preparado no LabCrom.
CondigSes cromatograficas: colunas, analitica e de guarda, Nova Pak C-18 (4 um);
volume de injecdo: 10 pl; FM ACN:HO (40:60, viv); vazdo: 0,8 mL min™
detecg;éd: UV, 254 nm. Identificag&o dos picos: 1) diuron 2) 3 4-dicloroanilina 3)
linuron.
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V.1.2.3. Validacao das Metodologias Utilizando Tubos de Extra¢ées

Comerciais ou Confeccionados no Labcrom, Seguido de CLAE-UV

A Tabela V1.1 apresenta os intervalos de linearidade e os parametros da
curva analitica para as uréias substituidas estudadas. Através dos valores obtidos
evidenciou-se uma linearidade boa, com valores excelentes de coeficiente de
correlagio.

Tabela VL1 - Curva analitica e intervale de linearidade para as solugbes padrao

das uréias substituidas utilizando coluna cromatografica comercial, C-18.

intervalo de
Herbicida a b r Linearidade
(ng L™
Diuron 175,8 62,25 0,9998 30-1000
3,4-dicloroanilina 53,5 32,7 0,9997 100-2000
Linuron 439,5 55,3 0,9999 50-1200

a = coeficiente angular; b = coeficiente linear e r= coeficiente de correlagio.

A Tabela V1.2 apresenta a detectabilidade dos compostos uréicos guando
do emprego da CLAE-UV e a utilizagdo de coluna cromatografica C-18 comercial.
Os valores de limite de deteccdo foram calculados usando 3 vezes a razdo
sinalfruido. Os limites de quantificagac foram correspondentes a 10 vezes a razéo
sinal/ruido.
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Tabela VL2 - Valores de limites de detecgdio e quantificagéo para as solugbes
padrao das uréias substituidas, utilizando EFS, tubo C-18 e coluna cromatografica

C-18 comerciais.

: LD* LQ* LD** LQ**
Herbicida P 1 1 p
{rg L") (hgl”) (uglL”) (ugl")
Diuron 10 30 20 5
3,4-dicloroanilina 33,5 100 6.5 20
Linuron 18,5 50 3.5 10

* valores obtidos para o instrumento;
** valores tedricos obtidos para o método (apés pré-concentra¢ao de 5 vezes).

Os resultados de recuperacéo em niveis de fortificacdes de 30, 60 e 120 g
L para diuron; de 50, 100 e 200 pg L™! para linuron e 100, 200 e 400 ug L™ para
3,4-dicloroanilina, obtidos apds utilizacdo de EFS com tubos comerciais e
confecionados no LabCrom estéo apresentados na Tabela VI.3.

Observa-se que existem semelhangas nas recuperacbes obtidas para o
diuron e linuron com o emprego de diferentes tubos de extracdo, mostrando que o
tubo confeccionado no laboratério &€ tdo eficiente quanto ao comercial, podendo
ser utlizado na determinacdo de diuron e linuron, com um custo reduzide de
analise. As recuperagdes do metabdlito 3 4-dicloroanilina, usando tubo comercial
foram mencres que as obtidas para diuron e linuron e, com os tubos
confeccionados no LabCrom, ndo se obteve repetibilidade.
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Tabela V1.3 - Recuperacdes das uréias substituidas, apos utilizagdo de tubos de
extracbes comerciais e confeccionados no LabCrom seguida de analise por CLAE
utilizando coluna cromatogréafica comercial.

. Recuperagédo ;(%)__ - Recuperagao (%)

" Fortificagbes o | i
Herbicida 4 ~{Tubos comerciais) {(Tubos confeccionados
. ugl™ (R 2 :
. _ no Labcrom)
30 91 88
Diuron 60 95 89
120 100 97
50 80 80
* Linuron 100 82 83
200 88 95
100 50
3,4-dicloroanilina 200 60 -
400 70

As precisbes caiculadas em termos de repetibilidade ou intra-ensaios, séo
mostradas na Tabela VI.4.

A preciséo. inter-ensaios foi avaliada em trés dias consecutivos. Foram
realizadas trés extragbes para a concentragdo intermediaria sendo injetada trés
vezes em cada uma das extragdes. Os valores de precisdes envolvendo sorventes
de diferentes procedéncias apresentaram-se abaixo de 20%, estando dentro da
faixa aceitavel para amostras bioldgicas [99]. Os valores obtidos para o diuron e
~ linuron mostram que os tubos confeccionados no LabCrom s&o competitivos com
os disponiveis comercialmente.

O metabélito 3,4-dicloroanilina nao apresentou repetibilidade e preciséo
inter-ensaio. quéndo da utilizagdo de tubo confeccionado no LabCrom, dificultando
sua andlise quantitativa.
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Tabela V1.4 - Valores de precisGes obtidos para as uréias substituidas, apés a
EFS com o sorvente preparado no LabCrom e analise por CLAE utilizando coluna
cromatogréafica C-18 comercial.

* Precisdo - CV (%) ** Precisdo - CV (%)

_ Fortificagoes (n=3) (n=3)
Herbicida
~ {ug L™ Intra- Inter- Intra- Inter-
ensaios ensaios ensaios ensaios
30 1,7 0,85
" Diuron 60 1,4 1,0 1,0 1,0
120 2,0 0,25
50 0,72 1,0
Linuron 100 0,65 0,82 1,2 1,3
200 1,2 0,85
100 1,6
3,4-dicloroanilina 200 0,42 0,45 - -
400 1,2

n= numero de repetigbes;
* Valores de precisbes utilizando tubos comerciais;
** Valores de precisdes utilizando tubos confeccionados no Labcrom.

VL.1.2.4. Estudo da Estabilidade das Uréias Substituidas em Urina

Testemunha

O estudo de estabilidade das uréias em urina testemunha foi realizada
empregando o método de extracdo EFS, utilizando tubos de extragdes comerciais,
seguida de CLAE-UV. Os valores de degradacéo, obtidos durante 3 semanas com
3 ciclos. de congelamento/descongelamento, s&o mostrados na Tabela VI.5.
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Tabela VI.5 — Valores de degradag&o obtidos através do estudo de estabilidade
das uréia substituidas durante 3 semanas.

Degradacgdo (%)
| Herbicida Fortificagbes o -
e ( L“)-. . Semanas
neEl K1 7 3F
] 30 2,5 7,0 15
Diuron
120 0,62 6,4 13
) 50 3,2 8,0 10
Linuron
200 0,33 23 9,7
100 Nd nd- nd
3,4-dicloronilina
, 400 36 10 28

nd: ndc apresentou detectabilidade.

Pode se observar que os pesticidas estudados diuron e 3,4-dicloroanilina
foram estaveis em urina por um periodo de 2 semanas, sendo que o linuron foi
estavel por até 3 semanas com variagdes na concentragio igual ou inferior a 10%,
conforme literatura [99].

VI.2. DETERMINACAO DE HERBICIDAS UREICOS ATRAVES DE
COLUNA CROMATOGRAFICA CONFECCIONADA NO LABCROM,

SEGUIDA POR CLAE-UV

Para,qué mais um dos objetivos fosse alcangado avaliou-se o potencial de
colunas confeccionadas pelo grupo de pesquisas do Laboratério de Pesquisas em
Cromatografia Liquida (LabCrom) na separag¢éo de compostos uréicos em urina.
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A preparagdo de fases estacionarias no LabCrom surgiu- com a finalidade
de desenvolver uma nova tecnologia baseada no recobrimento da superficie da
silica, por meio da sorgéo de um polimero, seguido de imebilizagéo, para
promover uma maior estabilidade para a fase estaciondria. Dessa forma, a
preparagdo da coluna confeccionada no laboratério para a determinacfo de
herbicidas em urina foi trabalho de um aluno de mestrado, Marcos André Kapor
que teve por objetivo utiizar um meio de imobilizagio, até entdo inédito, a
radiacdo microondas, a fim de obter fase estacionaria com alta eficiéncia,
~ estabilidade quimica e recobrimento dos grupos silanéis do suporte.

Vi.2.]. METODOLOGIA ANALITICA PARA DETERMINACAO DOS

HERBICIDAS DIURON, LINURON EM URINA USANDO COLUNA
RECHEADA COM FE POLI(METILOCTILSILOXANO)

VI.2.1.1. PARTE EXPERIMENTAL

VI.2.1.1.1. Instrumentacdo

As analises cromatograficas foram feitas no cromatdgrafo a liquido descrito
no item HI.3.

A coluna cromatogréfica utilizada neste trabalho consistiu de um tubo de
-aco inoxidavel, de dimensdo de 150 mm x 3,9 mm d.i., recheada, no LabCrom,
com fase estacionaria preparada a partir de silica Spherisorb (Phase Separation),
5 um, n&o ativada, recoberta com uma carga de 50% de poli(metiloctitsiloxano)
PMOS imobilizada em forno de microondas a uma poténcia de 495 watts, por 900
segundos e extraida com CHCls:CHsOH (30:10 viv) a uma pressdo de 34,5 MPa.
Maiores detalhes sobre a preparacio da fase estdo descritos na referéncia [109).
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VI.2.1.1.2. Preparo de Solugao Estoque

O preparo da solugéo estoque foi feito como descrito no item V.1.1.1.2., com
excecao que a solugdo padrdo continha uma mistura dos herbicidas diuron e
linuron em uma concentragdo de 2000 pg L de cada um deles.

VI1.2.1.1.3. Preparo da Amostra por EFS Utilizando Tubos de Extracao

Confeccionados no LabCrom

O preparo dos tubos de silica (PMODS), para ser utilizado na EFS, esta
descrito no item VI.1.1.3. Estes cartuchos foram empregados na analise dos
herbicidas uréicos usando o procedimento de preparo de amostra ja detalhado no
item VI1.1.1.4.

VI1.2.1.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

VI.2.1.2.1. Otimizacao de Preparo das Amostras de Urina para

Determinacdo Cromatografica dos Herbicidas Uréicos

Inicialmente fez-se a precipitagéo das proteinas, e em seguida avaliou-se o
ajuste do pH da matriz (urina testemunha) a fim de que se pudesse obter uma boa
seletividade no método a ser empregado. Dessa forma foram realizadas
extracbes variando o pH da matriz, onde se selecionou o pH basico, que gerou
picos mais simétricos. Uma vez acertado o pH da amostra procedeu-se a EFS. A
separacao obtida, que pode ser visualizada na Figura VI.4b, utilizando a FM
ACN:Ho0 (40:60, v/v), vazéo de 0,8 mL min”' e detecgdio UV em 254 nm, foi muito
boa, com tempo de andlise satisfatério. Na Figura V.4a tem- se o branco da
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urina, onde se verifica que os interferentes ndo causam problemas na detecgéo
dos herbicidas uréicos.

O tempo de andlise poderia ter sido diminuido pelo uso de uma vazdo maior
ou mudando a composicéo da FM para ACN:H,O (50:50, viv). Entretanto, como
havia a intengdo de determinar também o metabdliito 3,4-dicloroanilina, utilizou a
FM descrita acima. A inclusdo do metabdlito néo foi possivel devido a falta de
repetibilidade nas andlises, ocasionada provavelmente porque as fases
estacionarias, confeccionadas no LabCrom ndo sdo reprodutiveis para amostras

basicas, possivelmente devido a sua adsorgéo nos grupos silandis residuais.

a) b)

WAL A A

G 2 4 6 5 1o 12 14 fe g8 [0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tempo ( min ) Tempo { min )

Figura V1.4 - Cromatogramas: a) branco da urina testemunha b) urina testemunha
apos fortificagdo e extragcdo EFS com tubos de PMODS confecionados no
LabCrom. CondigGes cromatogréficas: coluna analitica recheada no LabCrom com
FE (PMOS) silica 5 um; volume de injegdo: 10 ul; FM ACN:H.O (40:60, viv);
vazo: 0,8 mL min”; detecgdo: UV, 254 nm. identificag&o dos picos: 1) diuron 2)

linuron. -
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V1.2.1.2.2. Validacdo da Metodologia para Analise dos Compostos
Uréicos Baseada em Extracao em Fase Sdlida com Tubos de PMODS e

Coluna Cromatografica de PMOS, Confeccionados no LabCrom

Apds estabelecido o procedimento de extracgdo e as condigcGes
cromatograficas de analise, mencionadas no item anterior, a proxima etapa foi
validar o método desenvolvido.

Os parametros de linearidade, obtidos para os compostos uréicos, estac
descritos na Tabela VI.6. Como pode-se observar, obtiveram-se excelentes
coeficientes de cormrelagéo, estando todos acima de 0,999 e os intervalos de
linearidade foram semelhantes aos conseguidos usando tubos e colunas
comerciais.

Na Tabela VI.7. s80 mostradas as detectabilidades, determinadas através
- dos limites de detecgéo e quantificagdo, apdés EFS e CLAE-UV. Os valores de
limite de detecgédo e de quantificacdo do método, para os dois herbicidas, foram da
mesma ordem de grandeza obtidos ao utilizar os tubos e colunas comerciais
(Tabela VI.2). Estes valores comprovam a potencialidade dos tubos de extracéo e
colunas cromatograficas confeccionadas no LabCrom.

Tabela V1.6 - Curva analitica e intervalo de linearidade para as solugbes padréo
das uréias substituidas utilizando coluna cromatografia confeccionada no
LabCrom.

Intervalo de

Hérbicida_ a b r ' Linearidade
| S | glh)
Diaron 3085 523  0,9998 40-1000
Linuron 13,7 455 0,9999 60-1500

a = coeficiente angular; b = coeficiente linear e r= coeficiente de correlaco.
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Tabela VI.7 - Valores de limites de deteccdo e quantificagéo para as soiugdes

padrdo das uréia substituidas, utilizando tubos e coluna cromatografica
confeccionados no LabCrom.

LD* LQ* LD** LQ**
Herbicida 1 4 1 1
(ng L) (ngL™) (bgl”) (ugl”)
Diuron 14 40 28 8,0
Linuron 22 60 4,5 12

* valores obtidos para o instrumento:
** valores tedricos obtidos para o método (apés pré-concentragdo de 5 vezes).

A Tabela V1.8 mostra os resultados de recuperacdo das uréias em urina,
por EFS utilizando tubos de extragdes confeccionados no LabCrom. Elas variaram
na faixa de 95% a 103% para diuron e 85% a 100% para linuron, sendo
consideradas excelentes.

As precisdes intra-ensaios (repetibilidade) e inter-ensaios ou intermediaria
expressas pelo coeficiente de variagdo (CV), sdo mostradas na Tabela VI.8 e
est&o dentro do intervalo aceito na literatura.
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Tabela V1.8 - Parametros de validagao obtidos para as uréias substituidas, apds a
- EFS e analise por CLAE-UV, utilizando tubo e coluna cromatografica
confeccionados no LabCrom.

E LT L ‘Precisao - CV {%)
o Fortificacdes ‘Recuperagio :
Herbicida AR

wl) ) | {n=3)
o+ . Intra-ensaios Inter-ensaios
40 95 18
Diuron 80 99 0,38 1,6
160 103 1,4
60 85 1,5
~ Linuron 120 98 0,78 1,0
240 100 0,37

n= namero de repetigdes.

VI.3. APLICACAO DO METODO

Duas metodo!ogias foram desenvolvidas e validadas utilizando a extragéo
em fase sélida (EFS) com tubos de extracdo comercial e confeccionado no
LabCrom. Quando se utilizaram tubos confeccionados no LabCrom para EFS,
bons valores das figuras de mérito foram obtidos para os compostos diuron e
linuron, porém o seu metabdlito ndo apresentou boa repetibilidade e preciséo
inter-ensaio.

Pelo fato que os compostos diuron e linuron podem ser biotransformados
'em 3,4-dicloroaniiina e sendo que hons resultados de validacdo do método foram
obtidos através da EFS com tubos comerciais optou-se por utiliza-lo na analise de
amostra reais.
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V1.3.1. Grupo Controle

Na Figura VI.5 est& um cromatograma oriundo da urina de um individuo do
grupo de controle, que apresentou muitos interferentes, possivelmente resultantes
da sua propria dieta alimentar. Entretanto, estes interferentes néo comprometeram
a possivel deteccdo dos herbicidas e seus metabélitos, que deveriam ser
detectados nas regibes marcadas com seta.

Ao realizar as andlises das urinas dos demais individuos pertencentes ao
* grupo controle n&o se verificou a presenca dos herbicidas estudados em niveis
detectaveis pelo método utilizado.

Tempo (min)

Figura VI.5- Cromatograma da amostra de urina coletada do individuo AMS,
grupo controle, apds EFS utilizando tubo comercial. Condigbes cromatograficas:
colunas, analitica e de guarda, Nova Pak C-18 (4 um); volume de injec&o: 10 ul;
FM ACN:H.0 (40:60, v/v); vazzo: 0,8 mL min™"; detecgdo: UV, 254 nm.
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VI.3.2. Grupo Estudo

Nas Figura Vl.6a e VI.6b sao mostrados os cromatogramas obtidos com as
amostras de urina de um individuo pertencente ao grupo de estudo. Verifica-se
que as regides onde poderiam aparecer os picos dos herbicidas apresentam-se
livres de quaiquer sinal, indicando que o individuo analisado ndo se encontra
contaminado com os herbicidas analisados nos niveis de detecgio da metodologia
proposta. Os cromatogramas obtidos para os outros individuos do grupo de estudo
foram semethantes ao da Figura VI.6.

a) b)

Wil s _JKL-L Ras e -

T T T ¥ T T
! ! ! T LI T T 1
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Tempo {min) Tempo (min)

Figura VI.6- Cromatogramas das amostras de urina coletada do individuo RJ,
grupo estudo, apés EFS utilizando tubo C-18 comercial. a) pré-exposi¢éo e b) pos-
exposi¢do. Condicdes Cromatograficas: idem a Figura VI1.5.

Pelo fato do cromatograma obtido com amostra de urina do individuo RJ
(pbs-exposicédo) ter apresentado limpo na regido de eluigdo dos pesticidas,

fortificou-se a amostra com 200 ug L™ dos padroes dos herbicidas uréicos e fez a
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EFS, seguida de analise por CLAE-UV, usando coluna comercial, para comprovar
que 0 método desenvolvido é eficiente, conforme mostrado na Figura VL.7.

Tempo (min)

Figura VI.7- Cromatograma da amostra de urina coletada do individuo RJ, grupo
estudo (pds-exposicdo), fortificada com padrées diuron, linuron e 3 4-
dicloroanilina, extraida com tubos C-18 comerciais, e analisada por CLAE-UV.
Condigbes cromatograficas: idem & Figura V1.5. Identificacdo dos picos: 1) diuron
2) 3,4-dicloroanilina 3) linuron.

VI.4. CONCLUSOES PARCIAIS

v Os valores de recuperaco obtidos usando os dois tipos de tubos para EFS
foram bons, mostrando que os tubos confeccionados no LabCrom sao
competitivos com os comerciais.

v A coluna recheada com FE de PMOS sobre silica, imobilizada por microondas,

€ potencialmente util na andlise de compostos uréicos em urina, podendo
concolrer com as comerciais.
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v' As metodologias desenvolvidas nesta parte do trabaiho, enfatizando o
emprego da extracdo em fase sélida com a utilizagdo de tubos comerciais e
confeccionados no LabCrom, as quais apresentaram boas figuras de mérito,
podendo ser empregadas na analise de amostras reais.
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v Trés técnicas de extragdo foram testadas, a extracdo liquido-liquido
convencional, extragio a temperatura sub-zero e a extracao em fase solida.
Verificou-se que cada uma delas apresenta as suas vantagens e
desvantagens e € impossivel selecionar uma Unica técnica para analise de
todas as classes de pesticidas estudados, pois cada um deles tem as suas
caracteristicas fisico-quimicas que véo influenciar na extrac&o.

v" O ponto comum e positivo em todas as técnicas de extragéo utilizadas foi a
possibilidade de pré-concentrar os pesticidas tomando-os adequados ao
nivel de detecgédo disponiveis nos detectores empregados. Este aspecto &
muito importante na analise de pesticidas presentes em diversos tipos de
matrizes, como agua, solo, urina e alimentos onde, normalmente, eles se

encontram em niveis baixes de concentragéo (ug L™).

v' Verificou-se que os tubos de PMODS:-silica, confeccionados no LabCrom,
embora tenham extraido um maior nimero de interferentes da urina, que 0s
tubos C-18 comerciais, mostraram-se adequados para extrair e pré-
concentrar os herbicidas diuron e linuron. As vantagens apresentadas por
estes tubos s&o menor custo e simplicidade de preparacio, visto que um
menor numero de etapas esta envolvido.

v" Duas metodologias foram desenvolvidas, a ELL e EFS para determinagéo
dos herbicidas simazina, atrazina, ametrina, 2-cloro-4,6-diamino-1,3,5-
triazina e 2-hidroxi-atrazina em amostra de urina testemunha, sendo gue os
analitos apds extraidos e pré-concentrados através EFS forneceram
‘melhores recuperagtes em rela¢io a ELL.
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v A coluna de PMOS-silica, confeccionada no LabCrom, apresentou-se
eficiente na separagdo dos herbicidas diuron e linuron, sendo, neste caso,
competitiva com a coluna comercial.

v No desenvolvimento de metodologias para determinagdo de pesticidas
triazinicos utilizaram-se dois tipos de detectores. o espectrofotométrico de
absorgao no UV-Vis de comprimento de onda variavel e o espectrdmetro de
massas (EM). Analisando a Tabela V.11 verificou-se que o limite de
deteccio do EM é cerca de cinco vezes menor do que UV na anélise de
atrazina e simazina.

v" O uso do detector UV apresenta vantagens na andlise de pesticidas
conhecidos em uma amostra, pois € de baixo custo, facil manuseio, menos
trabalhoso nas determinagbes das condicdes cromatograficas e permite
maior liberdade na escolha da fase moével. Entretanto apresenta deficiéncia
na andlise de amostras reais, principalmente, por ndo possibilitar a
confirmacdo dos pesticidas e nem a analise da pureza do pico
cromatografico.

v' O EM, embora, atualmente, ndo seja de uso comum nos laboratérios de
pesquisa e de industrias brasileiras, devido ao seu custo elevado,
apresenta uma série de vantagens, que, juntamente com o fato do prego do
equipamento estar sendo gradativamente reduzido e aperfeicoamentos
estarem sendo introduzidos, em um futuro préximo, estara mais disponivel
para andlises de rotina. As principais vantagens observadas neste detector
€ o seu carater tanto universal como seletivo, a possibilidade de determinar
a pureza do pico cromatografico e a confirmac¢ao da identidade do analito.

v Foram desenvolvidas varias metodologias para determinagéio de residuos

isolados (ou métodos unirresiduais) e de multiressiduos de pesticidas de
uma mesma classe, presentes em amostra de urina, empregando
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diferentes técnicas de preparo de amostra e cromatografia liquida de alta
eficiéncia para separacdo e quantificagdo. Apds a validagdoc destes
meétodos, conclui-se que eles podem ser utilizados na anélise de urina de
pessoas expostas ocupacionalmente ou nfo aos herbicidas auxiliando em
diagnosticos e na monitorizagio de aplicagdo de medidas terapéuticas no
controle dos sintomas causados pela exposicéo prolongada aos herbicidas
estudados.
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Anexo

ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO POS INFORMACAO PARA O GRUPO CONTROLE

"DESENVOLVIMENTO DE METODOS DE EXTRAGCAO, SEPARACAO E
QUANTIFICAGAO DE HERBICIDAS EM FLUIDO BIOLOGICO ™

Nome do voluntario:

Idade: RG:

Endereco:

Nome do responsavel legal (se voluntério menor):

Idade; RG:
Grau de parentesco: Prova documental:
Endereco:

Eu, abaixo assinado, aceito participar voluntariamente de um estudo
para testar um novo método para auxiliar o diagnéstico das intoxicagdes por
pesticid'as.

Estou ciente que para participar deste estudo serei submetido a
coleta Unica de 50 mL de urina.
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Fui informado que ndo ha necessidade de jejum e que nao sera
administrado nenhum medicamento em meu organismc em decorréncia desta
pesquisa.

Fui informado que os individuos intoxicados por alguns tipos de
pesticidas poderdo ser beneficiados com esse novo método, porque nos casos de
intoxicagbes & importante a analise de amostras de urina para auxiliar no
diagnéstico.

Sei que posso sair do estudo a qualquer momento. Sei ainda que
meus dados pessoais serao mantidos em sigilo pelo pesquisador.

Se tiver duvidas sobre a pesquisa poderei procurar os pesquisadores
Joseane Montagner Pozzebon ou Prof®. Dr® Isabel Cristina S.F. Jardim no
! aboratorio de Pesquisa em Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia - LABCROM
telefone (019) 3788-3061.

Poderei ainda entrar em contato com a Secretaria de Comité de Etica
em Pesquisa para alguma reclamacéo pelo telefone (019) 3788-7232.

Eu lifouvi o contelido deste termo, e recebi esclarecimento sobre

minhas dlvidas oraimente.

Campinas, / de 2001.

Assinatura do voluntario Assinatura do responsavel legal

Joseane Montagner Pozzebon
Quimica - Pesquisadora responsavel
Laboratério de Pesquisas em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
- LABCROM -
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Anexo

ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO POS INFORMAGCAO PARA O GRUPO DE ESTUDO

"DESENVOLVIMENTO DE METODOS DE EXTRAGAO, SEPARACAO E
QUANTIFICAGAO DE HERBICIDAS EM FLUIDO BIOLOGICO"

Nome do voluntario:

Idade: RG:

Endereco:

Nome do responsavel legal (se voluntério menor);

Idade: RG.
Grau de parentesco: Prova documental:
Endereco:

Eu, abaixo assinado, aceito participar voluntariamente de um estudo
para testar um novo método para auxiliar o diagnéstico das intoxicacdes por
pesticidas.
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Estou ciente que para participar deste estudo serei submetido a
coleta Unica de 50 mL de urina.

Fui informado que ndo hé necessidade de jejum e que ndo sera
administrado nenhum medicamento em meu organismo em decorréncia desta
pesquisa.

Serei beneficiado com esse estudo porque nos casos de intoxicagbes
& importante a analise de amostras de urina para auxiliar no diagnostico. Fui
informado que terei acesso ao resultado deste estudo realizado.

Sei que posso sair do estudo a qualquer momento. Sei ainda que
meus dados pessoais serdao mantidos em sigilo pelo pesquisador.

Se tiver davidas sobre a pesquisa poderei procurar 0s pesquisadores
Joseane Montagner Pozzebon ou Prof®. Dr. Isabel Cristina S.F. Jardim no
Laboratério de Pesquisa em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - LABCROM
telefone (019) 3788-3061.

Poderei ainda entrar em contato com a Secretaria de Comité de Etica
em Pesquisa para alguma reclamacéo pelo telefone (019) 3788-7232.

Eu lifouvi o conteido deste termo, e recebi esclarecimento sobre
minhas duvidas oralmente.

Campinas, / de 2001.

Assinatura do voluntario exposto Assinatura do responsavel legal

Joseane Montagner Pozzebon
Quimica - Pesquisadora responsavel
Laboratdrio de Pesquisas em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
- LABCROM -
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