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VALIDACAO DE METODO POR MEFS-HS/CG-EM PARA DETERMINACAO DE CARBARIL EM PLASMA
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METHOD VALIDATION FOR HS-SPME / GC-MS FOR DETERMINATION OF CARBARYL IN BLOOD PLASMA. The aim
this research is to develop a HS-SPME/GC-MS method to analyze the carbaryl in blood plasma samples of the rural workers, who
live round the perimeter of Chapada do Apodi-CE. This was achieved by chromatographic signal of the 1-naftol, degradation product
of carbaryl with the intention of evaluating the degree of exposure of the workers to pesticides, causing chromosome abnormalities
as already evidence in appropriate literature. Three different types of covered SPME fibers were tested and a full factorial design
with central point in two levels. The variables optimized were temperature and ionic strength and temperature was the response in

the design. Study was undertaken to determinate the equilibrium time. The thermal degradation of carbaryl in SPME headspace was

analyzed by '"H-NMR. Proposed method achieved low limits of detection and quantification (1.5 and 5 ng mL"!, respectively) with
good precision and accuracy, using the method of weighted least squares. However, the proposed method can be considered a good
alternative way of monitoring carbaryl in blood plasma by analytical signal of 1-naftol. None of the plasma analyzed presented a
concentration of 1-naftol compound higher than limit of detection of the method proposed here.
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INTRODUCAO

Segundo o Relatério Global sobre Desenvolvimento e Agua
2015, das Organizacdes das Nagdes Unidas (ONU), a tendéncia para
2030 € que a populagdo global, em pleno crescimento, necessite
de 35% a mais de alimento, 50% a mais de energia e conviva com
um déficit de 40% de dgua.! Esta previsdo chama a aten¢@o no que
concerne a qualidade dos produtos oferecidos para atender essa
crescente demanda. Dentre estas preocupagdes pode-se destacar o
uso de agrotéxicos na produgdo de alimentos. Somente o mercado
brasileiro de agrotéxicos totalizou US$12,249 bilhdes em 2014,
contra US$11,454 bilhdes em 2013, representando aumento de
6,9% em apenas 12 meses.>

A presenca de agrot6xicos em alimentos e no meio ambiente
vem sendo mostrada em estudos realizados nessa drea, relatando a
presenca em quantidades tracos desses compostos.*¢ Resultados de
uma andlise de dguas da regido da chapada do Apodi-CE, divulgado
pelo dossié ABRASCO,” destaca que o carbaril, um pesticida da
classe quimica dos carbamatos, foi detectado em todas as amostras
de dgua analisadas.

Os carbamatos vém substituindo, com frequéncia, os compostos
organofosforados e, principalmente, os organoclorados nas plantagdes
devido sua baixa persisténcia nos meios ambientais e bioldgicos.5’ A
baixa persisténcia dessa classe de agrotéxicos se deve a instabilidade
térmica, hidrdlise ocorrida em pHs bdsicos (Figura 1) ou facilidade
em sofrer oxidacdes. !

No entanto, na literatura especializada s@o encontrados vérios
trabalhos que reportam o efeito toxicoldgico do carbaril em ratos,
como a inibi¢do da AchE;'>"? alteragdes em marcadores de estresse
oxidativo e pardmetros bioquimicos séricos;'* prejuizos a respira¢do
celular e toxicidade mitocondrial quando presente em elevadas
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Figura 1. Hidrélise do carbaril em seu respectivo correspondente fendlico
I-naftol

concentracdes,' além de contribuir para o desenvolvimento de
alergia, doengas auto-imunes, cancer ou infecc¢des, facilitada pelo
desequilibrio da resposta imune Th1/Th2.'¢

Sua toxicidade também ¢ confirmada em peixes,'”!'® em
girinos, atuando como um perturbador enddcrino e afetando as vias
bioldgicas associadas aos hormdnios da tiredide' e nas espécies
Folsomia candida, Eisenia andrei, Triticum aestivum e Brassica rapa
observando-se o aumento dessa toxicidade com a variagdo da
temperatura.”” Esses efeitos observados tém gerado uma preocupacio
na utilizacdo do carbaril, embora o mesmo seja rapidamente
metabolizado e excretado pelas espécies intoxicadas.

Nesse contexto € de fundamental importancia que novas metodo-
logias de andlises sejam desenvolvidas para o monitoramento desse
e de outros pesticidas em amostras bioldgicas de seres humanos que
se expdem de maneira continua a esses compostos.'?

Esse trabalho teve como objetivo analisar carbaril em amostras
de plasma sanguineo de trabalhadores rurais do perimetro irrigado
da Chapada do Apodi-CE, pelo sinal cromatografico do produto
de degradag@o térmica 1-naftol, com o intuito de avaliar o grau de
exposicdo ao qual esses trabalhadores estdo sujeitos, associando a
possivel detecgdo desses agrotoxicos a anormalidades cromossdmicas
jd evidenciadas na literatura.”s?’
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PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucgoes

Carbaril (Sigma-Aldrich®-99,8%) e pirimicarbe (Sigma-Aldrich®
-98,5%) utilizado como padrao substituto (PS) ou “padrdo surrogate”,
metanol (Sigma-Aldrich®-99,9%), acetona (Sigma-Aldrich®-99,9%),
hidrogéno fosfato de sédio Na,HPO, (Vetec® - 99,0%), di-hidrogéno
fosfato de s6dio KH,PO, (Vetec® - 98,0%) e cloreto de sédio NaCl
(Vetec® - 99,0%) foram usados. A dgua utilizada foi obtida através
de um sistema de purificagdo de dgua Milli-Q (Millipore®).

Solugdes padrio estoque de carbaril e pirimicarbe (PS) 10 mg
L' foram preparadas separadamente em metanol e armazenadas a
—20 °C. As demais solucdes padrdes foram obtidas por diluicdo da
solucéio padrdo estoque, com metanol, no momento da andlise. A
solucdo tampdo Sorensen pH 5,5 foi preparada pela mistura de 25
mL de Na,HPO, 0,084 mol L' ¢ 475 mL de KH,PO, 0,067 mol L"!
e armazenadas a 4 °C.

Condicoes do CG-EM

As andlises cromatogréficas foram realizadas utilizando um
cromatdgrafo gasoso (Shimadzu GC-2010), equipado com detector
seletivo de massas (Shimadzu GCMS QP-2010), com coluna capilar
de silica fundida DB-5 (20 m x 0,18 mm d.i. x 0,4 um). As condicdes
experimentais foram: temperatura do injetor, interface e fonte de
fons de 260, 270 e 260 °C, respectivamente, gds de arraste hélio com
velocidade linear do método determinada experimentalmente, para
garantir a melhor eficiéncia da coluna e injetor no modo splitless.
A programagdo de temperatura do forno foi iniciada com 80 °C du-
rante 1 minuto e elevada a 165 °C a 20 °C/min, subsequentemente
elevou-se a 225 °C a 10 °C/min, finalmente, a 290 °C a 35 °C/min,
sendo a temperatura final mantida por um minuto. O espectrometro
de massas foi operado no modo fon-positivo de impacto de elétrons
(IE) a 70 eV. Os fragmentos foram analisados entre 40-450 m/z.
Na determinagdo semi-quantitativa MIS (monitoramento de fons
selecionados), utilizou-se um tnico fragmento para cada composto,
carbaril (1-naftol) 144 m/z e pirimicarbe 166 m/z, sendo o segundo
utilizado como padrio substituto.

Condicoes da MEFS-Headspace e preparo da amostra de
plasma

Foram avaliados trés tipos diferentes de revestimentos comerciais
disponiveis (PDMS/DVB - 65 pm, PA — 85 pym e CAR/PDMS - 75
um) obtidos na Supelco®. Um planejamento experimental do tipo 2?
com componente central foi realizado com as varidveis temperatura
e forca ionica (NaCl). Quando necessdrio foi utilizado uma expansdo
do planejamento, para planejamento em estrela com adigdo dos ni-
veis +\2 (planejamento quadrético), conforme a Tabela 1. As fibras
foram condicionadas no injetor do CG com temperatura e tempo
recomendado pelo fabricante. Apds esse condicionamento as fibras
eram submetidas a uma limpeza no injetor do CG a uma temperatura
de 260 °C durante 10 min, sempre e antes de qualquer extragao.

O frasco (vial 40 mL) foi colocado em um sistema sob agitacdo
magnética constante de 1000 rpm e o pH 5,5 foi ajustado com solugio
tampdo. A fibra foi introduzida através do septo e mantida no espaco
superior do vial (modo Headspace) por um tempo de extracio fixo
de 20 minutos, posteriormente, retirada e imediatamente inserida no
sistema de injecdo de CG durante 7 minutos para a dessorgdo dos
analitos. Apds determinada as melhores condi¢des do planejamento,
um estudo da variag@o do tempo de extrag@o (5 — 180 minutos) foi
realizado, para que o tempo de equilibrio fosse determinado.
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Tabela 1. Varidveis utilizadas no planejamento experimental 2% com compo-
nente central do tipo estrela

Niveis
Fatores 2 D 0 (+1) V2
Temperatura (T) °C 40 50 75 100 110
For¢aIonica (FI) % p/v = 0,9 5 15 25 29,5

Para o preparo das amostras de plasma sanguineo, cedidas pelo
departamento de Medicina Clinica da UFC, uma aliquota de 500 pl
foi transferida para um eppendorf de 1,5 mL, sendo adicionados 50
uL de metanol e 650 uL de acetona para precipitagdo das proteinas
e essa solucdo foi agitada em vortex por 30 segundos. A amostra foi
centrifugada por 12 minutos a 4000 rpm, o sobrenadante foi transfe-
rido para o vial e concentrado a 500 uL com fluxo de gds nitrogénio.
Em seguida 0,875 g de NaCl e 2,5 mL de solucdo tampao Sorensen
pH 5,5 foram adicionados e o vial imediatamente tampado com um
septo PTFE.

Condicoes do RMN H!

Para determinagdo dos deslocamentos quimicos (8) para os sinais
de H, dos padrdes de carbaril e 1-naftol foi utilizado o sistema RMN,
Brucker, modelo Avance DRX-300 e modelo Avance DRX-500.
Para a obtencdo dos espectros, 10 mg de amostra padrdo de carbaril
foi dissolvida em 100 pL metanol em vial de 40 mL e submetida as
condicdes de extragdo otimizadas no planejamento fatorial; a amostra
foi entdo liofilizada, e foram adicionados 10 mL de metanol para
separar os analitos dos sais inorginicos. Essa solucdo foi levada a
secura sob fluxo de N, e, em seguida, foram adicionados 600 uL de
cloroférmio deuterado. A partir dai deu-se a andlise da solucdo por
RMN. O espectro obtido foi confrontado com os espectros individuais
dos padrdes para determinagdo da % de 1-naftol produzido pela
degradacao térmica do carbaril nas condi¢des de trabalho.

Validacio do método

O método foi validado segundo as orientagdes ANVISA 8%
Embora as mesmas nio sejam especificas para andlise de pesticidas
em amostras bioldgicas, sdo as que melhor orientam a validagao de
metodologia bioanalitica no Brasil.

Seletividade

A seletividade do método foi avaliada em amostras de plasma
obtidas de seis individuos, sendo 4 amostras normais, uma lipémica
(amostra com alto teor de lipideos) e uma hemolisada (amostra bio-
l6gica contendo hemadcias lisadas em grau pré-definido e especificado
pelo laboratério bioanalitico).

Efeito residual

Foram realizadas trés inje¢des da mesma amostra branco, sendo
uma antes e duas logo apds a injecdo de uma amostra processada
do Limite Superior de Quantificagao (LSQ). Esses resultados fo-
ram comparados com aqueles obtidos das amostras processadas
do Limite Inferior de Quantificagdo (LIQ), sendo esses limites de
quantificagdo a maior e a menor concentragdo da curva de calibragdo,
respectivamente.

Linearidade, Limite de Detec¢do (LD) e Limite de Quantificacdo
(LQ)

A curva analitica foi determinada pelo método de superposigdo
da matriz (matrix-matched), em que quantidades conhecidas do
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agrotoxico foram adicionadas a amostra de plasma branco de um
mesmo paciente sauddvel, nas seguintes concentragdes 12,0; 30,0;
40,0; 90,0; 130,0; 180,0 ug L. Foi também adicionada a matriz,
antes do processo de MEFS-HS, concentrag¢do conhecida do (PS).
Esse padriao € um composto quimicamente diferente da substancia de
interesse, mas representativo de seu comportamento, com o intuito
de corrigir pequenas mudancas em varidveis experimentais (extra-
cdo e andlise). Algumas vezes este composto € denominado padrio
interno.* A resposta analitica foi determinada através da razao entre
as dreas analito/(PS), obtidas no cromatograma.

A linearidade e o modelo matematico “equacdo da reta” foram
determinados pelo Método dos Minimos Quadrados Ordinarios
(MMQO), e devido as andlises estatisticas de falta de ajuste, através
da tabela de teste F de variancia® (ANOVA) e heterocedasticidade,
através da andlise dos residuos,’>* assim como utilizando os testes
de Cochran e F de Hartley,” fez-se necessdria uma expansao do mo-
delo, para o Método dos Minimos Quadrados Ponderados (MMQP),
adotando-se como peso (w;), com o intuito de corrigir variagdes nos
residuos “heterocedasticidade” e tornar o modelo mais realistico e
adequado ao conjunto de dados,* sendo esses tratamentos estatisticos
melhor descritos em Souza et al. (ndo publicado).’*
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Sendo, s;? o inverso da varidncia, e n é o nimero de pontos da
curva (n = 6)

O LD foi determinado como sendo trés vezes os desvios padrio
do intercepto (b,,) dividido pelo coeficiente angular de trés curvas e o
LQ determinado como sendo dez vezes o desvio padrao do intercepto,
dividido pelo coeficiente angular de trés curvas.

Precisdo e exatiddo

A precisio e exatiddo do método foram avaliadas em dois niveis
(intra e intercorridas), feitas em amostras de plasma de pacientes
saudéveis; o plasma foi dopado em niveis de concentragdo, baixo
LIQ, médio CM e alto LSQ, com replicatas de cada ponto (n = 5),
sendo a precisdo determinada em fung¢io do desvio padrdo relativo
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da concentracgio obtida na linearidade e a exatiddo determinada em
fun¢do da recuperacio da concentragcdo média experimental e a con-
centra¢do média estimada pela linearidade do método.

Aplicacdo do método em amostras de pacientes voluntarios

Amostras de sangue de 10 trabalhadores da regido de Limoeiro do
Norte-CE, cendrio de intensos conflitos devido ao nimero elevado de
casos de cancer e ao elevado uso de agrotdxicos, foram coletadas por
meio de doagdo voluntdria, selecionadas de acordo com o histérico
de vida dos pacientes de diferentes faixas etdrias e sexo; as amos-
tras foram processadas para separagdo do plasma sanguineo, pelo
grupo de Citogenomica do Céncer, do Departamento de Medicina
da Universidade Federal do Ceard, e entéio analisadas pelo método
aqui desenvolvido.

Esse estudo foi desenvolvido em parceria com a pesquisa: Estudo
das alteracdes citogendmicas da medula ssea de trabalhadores rurais
expostos a agrot6xicos,” tendo aprovacio pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Universitdrio Walter Cantidio da Universidade
Federal do Cear4, através do Protocolo CEP N°016.02.11, cumprindo
todas as exigéncias da resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de
Saude.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizaciao do método para quantificacdo do carbaril em CG-
EM

Com base na caracteristica de instabilidade térmica do carbaril,
jd bem estabelecida na literatura,3%33% a quantificagdo desenvolvida
nesse trabalho foi realizada pelo monitoramento do sinal do seu tinico
produto de degradagdo térmica (Figura 2a), indicado pelo banco de
dados de espectros de massa do software do equipamento CG-EM
e confirmado pela inje¢do de seu padrdo como sendo o 1-naftol
(Figura 2b).

Pela inspecdo do cromatograma apresentado na Figura 2a € pos-
sivel observar claramente o perfil de degradac@o térmica do carbaril,
sendo o mesmo quase que totalmente convertido em 1-naftol (94%)
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Figura 2. Cromatograma do padrao carbaril (a), e do padrdo 1-naftol (b)
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quando exposto as condigdes de alta temperatura do injetor (260 °C)
que, associadas a presenca dos grupos silandis do liner, potenciali-
zam o processo de degradagéo térmica do analito.’’” Na Figura 2b ¢
possivel observar que o composto 1-naftol € estdvel termicamente,
0 que possibilita sua utilizacdo como composto de referéncia na
quantificag¢@o do carbaril.

Condicoes MEFS-headspace por planejamento experimental 22
utilizando componente central designer

Existem muitos fatores que influenciam a eficiéncia de extragdo
dos analitos, como o revestimento de fibra de MEFS, temperatura de
extragdo, tempo de extracdo, forca idnica e agitacdo, dentre outros.*
Uma efetiva agitac@o € necessdria em andlises de amostra de sangue,
devido a elevada viscosidade da amostra e inferior coeficiente de
difusé@o do analito.*

A avaliacdo da andlise de varidncia para o modelo linear
mostrou-se insatisfatoria, sendo entdo necessdria a expansio para
um modelo quadratico. Assim, foi realizado em um segundo bloco
(dias diferentes) e a andlise de variancia (Tabela 2) mostrou que esse
¢ 0 modelo mais adequado e que melhor representa a superficie de
resposta estudada.

Tabela 2. Andlise de variancia para o ajuste do modelo quadraticoy =b, + b,.x,
+b,.%,+ b, .(X,)? + by,.(X,)? + b,.X, .X,, realizados em dois blocos para o carbaril

Fonte de Soma N° graus de Meédia
variagdo quadrdtica liberdade quadrdtica
Regressdo 5,96.10'"° 4 1,49.10"
Residuo 4,02.108 9 4,50.107
Falta de ajuste 3,09.108 4 7,70.107
Erro puro 9,30.107 5 1,90.107
Total 6,00.10'° 13

% de variacdo explicada: 99,33

% maxima de variagao explicavel: 99,84

Para o modelo proposto, o termo (x,)* da equagéo foi desprezado,
pois o mesmo nao foi significativo para a determinacio de y.

¥ =36983+72604x, +17127x, + 42781(x,)* + 19392 x,x,
(#2277)  (#2370)  (£2370) (£2460) (£3352)

Quanto as fibras avaliadas, a PDMS/DVB foi escolhida como a
de melhor rendimento, embora a fibra PA tenha mostrado um sutil
aumento na drea do pico cromatogréfico, para o carbaril (Figura 3).
Os motivos pelos quais a fibra PDMS/DVB foi escolhida estd rela-
cionado aos melhores resultados na precisio das duplicatas para cada
ponto, assim como sua caracteristica de polaridade mista, podendo
esta fibra interagir tanto com compostos de baixa polaridade como
o padrdo substituto pirimicarbe, o analito carbaril e compostos de
maior polaridade como o 1-naftol produto de degradacdo térmica
do carbaril .44

Ap6s a escolha da fibra, observou-se que o comportamento nao
linear da superficie de resposta sugere uma expansao do planejamento
linear para quadritico, o que pode ser confirmado pelo gréfico de
superficie de resposta apds expansdo (Figura 4) e pelo estudo da
ANOVA andlise de variancia (Tabela 2).

De acordo com o grifico da Figura 4, a varidvel temperatura
demonstra possuir bastante influéncia na extracido do analito, con-
firmado pela Figura 5. Isso de fato € esperado para compostos com
baixa constante de Henry na MEFS-headspace, o que indica que um
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Figura 3. Rendimento das diferentes fibras na extragdo de carbaril

Carbaril

Figura 4. Grdfico de superficie de resposta na determina¢do da mdxima
extragdo de carbaril, por MEFS-headspace em func¢do da temperatura e
forca iénica (NaCl)

novo planejamento com a expansao da temperatura poderia melhorar
os resultados, uma vez que a condi¢do 6tima para o planejamento
parece nio ter sido alcangada. Contudo, aumentar ainda mais a tem-
peratura nessas condicdes significa também o aumento da pressdo
interna no interior do vial, o que nélo parece ser sensato por medidas
de seguranga, sendo que também ocorre o aumento do coeficiente de
difusdo no sistema, gerando uma diminui¢@o da quantidade extraida
quando o equilibrio € alcancado, Portanto, € importante otimizar cui-
dadosamente a temperatura de extracio para os tempos de equilibrio
mais curtos e para sensibilidades aceitdveis.*

Conforme observado no gréfico de pareto (Figura 5), a tempe-
ratura se mostrou como o Unico parametro significativo na extragao
do carbaril. A interpretacdo desse grafico € importante quando se
deseja realizar robustez do método de extra¢do, uma vez que a
pouca significancia da forca ionica e da interac@o entre as vari-
aveis indicam que sdo possiveis variagdes na forca idnica dentro
do intervalo estudado, sem que influencie significativamente na
eficiéncia da extragdo.

O estudo do tempo de equilibrio (Figura 6) nos mostrou que a
partir de 40 minutos houve uma pequena variacdo na drea do pico
cromatogréfico do composto extraido, entrando em equilibrio apés
120 minutos. Para tempos de equilibrio longos, um pré-equilibrio
para quantificacdo pode ser considerado, desde que as condicdes do
sistema (temperatura, agitacdo, forca idnica, pH, dentre outros) sejam
mantidas constantes.*>*
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Figura 5. Grdfico de pareto, indicando quais pardmetros (x1, x2) ou interagdo
(xI1x2), possuem influéncia significativa (nivel de confian¢a de 95%) sobre
cada varidvel resposta
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Figura 6. Grdfico de equilibrio de extragdo em fun¢do do tempo

Por fim, dadas as condi¢des de limitacdo no aumento da tempe-
ratura, discutidas anteriormente, e das caracteristicas do analito e do
modo de extragio (headspace), e devido ao baixo valor na constante
de Henry do composto (9,20.10Pa m® mol™),* foi adotado um tempo
de extragdo (pré-equilibrio) para o método de 40 minutos. Esse tempo
¢é necessdrio pelo fato de o analito precisar difundir-se a partir da
fase condensada antes de atingir a fibra. Nesse caso, a extracdo pode
ser otimizada com agitacdo mais eficiente ou, o que seria invidvel,
o aumento da temperatura de extra¢do.*> Com isso, observa-se que
incorporar as varidveis agitacdo e tempo de extragdo, em um novo
planejamento experimental, possam otimizar ainda mais o tempo de
extragdo, tornando o método ainda mais eficiente.
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Degradacao térmica do carbaril na MEFS-headspace
determinada por RMN H!

Como pode ser observado na Tabela 3, os deslocamentos refe-
rentes aos padrdes individuais do carbaril e do 1-naftol, o singleto
referente ao H-2’ em 2,85 ppm € especifico para o carbaril (Figura 7),
sendo que a relag@o entre esse singleto e o duplo dubleto em 8,21
ppm no H-8 do 1-naftol pode fornecer de maneira direta a relacdo de
degradacao térmica do carbaril em 1-naftol nas condi¢des de extracio
estudada, que seria de 7,75% de 1-naftol produzido.?

A Figura 7 mostra o espectro RMN H! do padréo carbaril apds
este ser submetido as condi¢cdes de MEFS-headspace com expansiao
dos sinais 6,6 — 8,2 ppm. Como pode ser observado, a determinagao
de degradagdo pode ser determinada pela relacdo entre os sinais de
hidrogénio aromadtico H-8 do carbaril e H-8 do 1-naftol, por estarem
em um ambiente quimico muito semelhante, sendo o sinal H-8 do
carbaril um multipleto em 7,94 ppm e do H-8 do 1-naftol um duplo
dubleto em 8,21 ppm. Assim, ao considerar o sinal do H-8 do carbaril
como 1,00, obtém-se um sinal de integragdo correspondente para
o H-8 do 1-naftol de 0,08, sugerindo que aproximadamente 8,0%
de 1-naftol € produzido pela degradagdo térmica do carbaril apds
ser submetido as condi¢des de MEFS do método, resultado esse
semelhante a relac@o anterior feita entre os sinais H-8 do 1-naftol e
H-2’ do carbaril.

A andlise de RMN H' mostra, com essa pequena quantidade
de carbaril convertida em 1-naftol, que o processo de hidrdlise foi
pouco significativo; sabemos que esse processo pode ser expressivo
em pHs neutro e bdsico,* assim como por influéncia do solvente e
em temperaturas elevadas.® Por esse motivo adotou-se o pH 5,5 e
optou-se por ndo aumentar a temperatura de extragdo, expandindo
com isso o planejamento experimental e, nessas condigdes, observar
a interacdo do préprio analito com os revestimentos das fibras de
MEFS, principalmente por esse trabalho ndo avaliar a metabolizagdo
(hidrdlise) do carbaril no organismo humano e por ndo saber em qual
forma predominante o composto se encontraria no plasma.

Validacio do método

Seletividade

Pelo fato da matriz bioldgica “plasma” ser uma matriz bastante
complexa, € importante que se consiga uma boa seletividade para o
método. A utilizacdo da MEFS-HS como técnica de preparo da amos-
tra se mostra bastante interessante, juntamente com o uso do modo
MIS (Monitoramento de fons Selecionado) no EM, monitorando

Tabela 3. Dados de RMN 'H determinados pelos padrdes do carbaril e 1-naftol (Metanol deuterado/500 MHz)

Carbaril 1-naftol

H O'H (ppm) Multp. J (Hz) H S'H (ppm) Multp. J (Hz)
1 - - - 1 - - -
2 7,24 d 7,45 2 6,33 dd 7,35-0,90
3 7,46 t 7,88 3 7,25 t 4,05
4 7,74 d 8,25 4 7,32 d 8,25
4a - - - 4a - - -
5 7,89 m - 5 7,75 dd 6,75-2,35
6 7,51 m - 6 7,39 m -

7,52 m - 7,42 m -
8 7,94 m - 8 8,21 dd 8,18-1,28
8a - - - 8a - - -

r - - R
2’ 2,85 S -
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Figura 7. Espectro RMN H' do padrdo carbaril apds ser submetido as condi¢oes de MEFS-headspace com expansdo dos sinais 6,6 — 8,2 ppm

apenas o fon de interesse e eliminando assim possiveis interferentes.

O método se mostrou seletivo para as amostras, uma vez que nao
foram detectados interferentes nos mesmos tempos de reten¢do dos
compostos analisados 1-naftol e pirimicarbe (PS), com as injecoes
dos brancos de 6 individuos, sendo 4 dessas normais, uma lipémica e
outra hemolisada; isso garante que o método pode ser utilizado com
confiabilidade para amostras de plasma de pacientes com alguma
dessas caracteristicas.

Efeito residual

A avaliacdo do efeito residual € importante para garantir que uma
andlise ndo seja afetada por andlises anteriores. Foi observado um
residuo inferior a 20% da resposta do analito nas amostras processadas
do LIQ e inferiores a 5% da resposta do padrao substituto. O baixo
efeito residual ja era esperado, uma vez que uma limpeza da fibra
era realizada apds cada inje¢@o da amostra. A avaliagdo desse efeito
residual serve como indicativo de que as etapas de limpeza realizadas
foram bem-sucedidas.

Tabela 4. Figuras de mérito da validagdo do método

Linearidade, Limite de Detec¢do (LD) e Limite de Quantificagdo
(LO)

No estudo de linearidade do método e escolha do modelo mate-
matico foram realizados testes estatisticos de heterocedasticidade,’'-*?
que mostraram um alto valor de significincia da regressdo e uma
baixa falta de ajuste para o modelo com 95% de confianca, segundo
ANOVA, assim como uma melhora considerdvel no valor do coefi-
ciente de correlacdo r,; 0,999 (Tabela 4).

O MMQP (Método dos Minimos Quadrados Ponderados) tam-
bém forneceu menores valores de LD e LQ comparado ao MMQO
(Método dos Minimos Quadrados Ordinarios) ou método tradicional
de regressdo, o que determina um modelo mais sensivel e realistico
do conjunto de dados. Embora os valores de LD e LQ desse estudo
sejam mais elevados que os encontrados por Petropelou e al.,'® em
que o LD e o LQ foram respectivamente, 0,03 e 0,11 ng mL"!, utili-
zando um CG-EM/EM, ele nos proporciona uma boa sensibilidade,
principalmente por avaliar a presenca de carbaril pelo sinal de seu
produto de degradag@o térmica 1-naftol. O valor de LD obtido neste

Equacido da reta MMQP* (n =6x3 =18)
Desvio padrio de intercessao (b,,;)

Desvio padrao de inclinagdo da reta (a,,;)
Coeficiente de correlacdo (r,,)

Limite de Detec¢ao (ng mL™")

Limite de Quantificagéo (ng mL™")

y =0,001249x + 0,003770
6,21x10*
1,87x10°

0,999
1,5
5,0

Repetibilidade CV% (n =5)

Recuperagdo % (n=5)

Niveis de concentragio (ng mL™") -
Intra-corrida

Inter-corrida

Intra-corrida Inter-corrida

Baixo (12,0) 10,01
Médio (90,0) 8,15
Alto (180,0) 9,34

13,41 116,21 118,25
10,01 95,13 104,74
12,73 108,60 112,41

*MMQP (Método dos Minimos Quadrados Ponderados).
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trabalho, no entanto, foi menor do que o validado por Barr et al.,*
que obtiveram 20 ng mL" utilizando CG-EM.

Precisdo e exatiddo

A precisio e exatiddao do método (Tabela 4) foram determinadas
pela repetibilidade e recuperagao intra e inter-corrida. As variagdes
maximas sdo de 20% para o LIQ e de 15% para as demais concentra-
¢oes; nesse estudo, as maiores variagdes para CV% foram de 13,41%
para o LIQ e de 12,73% para as demais concentragdes e variacdes
mdximas de recuperacdo 18,25% parao LIQ e 12,41% para as demais
concentracoes.

Aplicacio do método em amostras de pacientes voluntarios

Nenhuma amostra apresentou concentragdo do composto 1-naf-
tol acima do limite de deteccdo do método aqui proposto e essa
nao detecgdo pode ter ocorrido devido a rdpida metabolizacdo do
carbaril, seguida por sua eliminagdo através do sistema excretor,
caracteristicas essas ndo estudadas nesse trabalho. Sugere-se, entdo,
que sejam realizados testes que observem o comportamento do analito
no organismo, ou que as coletas, para esse tipo de andlises, ocorram
ao final do expediente e ainda no ambiente de trabalho, na tentativa
de evitar possiveis processos metabdlicos e eliminacdo do analito.
Outro fator que pode ter contribuido bastante foi o fato de grande
parte de trabalhadores que lidam diretamente com a aplicacio dos
agrotoxicos ndo comparecerem a coleta de sangue, podendo essa
auséncia estar associada aos intensos conflitos registrados na regifio
de Limoeiro do Norte-CE.*

CONCLUSAO

As condi¢des para a andlise de carbaril no plasma humano utili-
zando MEFS-headspace preservam a fibra, pelo fato de ndo ocorrer
o contato direto entre a fibra e material biol6gico, tornando o proce-
dimento de preparacdo da amostra mais simples, com apenas 0,5 mL
de amostra de plasma utilizado, demandando menores quantidades de
solventes orgdnicos, com menos custos associados e baixo impacto
ambiental. O método proposto alcancou baixos limites de deteccio
e quantificagdo, assim como boa precisdo e exatiddo, principalmente
com a aplicacdo do Método dos Minimos Quadrados Ponderados.
Portanto, o método proposto pode ser considerado como uma boa
alternativa no monitoramento de carbaril em plasma sanguineo, pelo
sinal analitico do 1-naftol.
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