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RESUMO

A proposta apresentada por este trabalho foi estudar e desenvolver um método analitico
para a determinacao do herbicida paraquat em urina humana, de modo que este seja rapido,
sensivel, econdmico e com uma menor geracao de residuos em relagéo aos métodos disponiveis,
atualmente empregados para esta finalidade, atendendo assim o0s principios e requisitos da
Quimica Verde (Green Chemistry) e da Quimica Analitica Verde (Green Analytical
Chemistry). Outro aspecto também abordado, € 0 emprego da técnica de analise por imagem
digital utilizando software analitico através da geracdo de imagens digitais por meio das
fotografias obtidas dos spot-tests, tornando a metodologia portatil e consequentemente mais
acessivel. O método desenvolvido consiste na reacdo de reducio do dication paraquat (PQ?*)
para a formagdo de um cation radicalar (PQ™*) de coloracéo azul, utilizando uma solugéo de
glicose (Glc) em meio alcalino (NaOH) como reagente redutor. As concentragdes dos reagentes
foram otimizadas para obter a maior resposta analitica possivel, com o auxilio de ferramentas
qguimiomeétricas. O produto colorido possui maxima absorbancia em torno de 600 nm, e, devido
a coloracdo azul intenso desenvolvida na sua reducdo, tornou-se possivel sua deteccdo e
quantificacdo por analise das imagens digitais dos spot-tests da reacdo no canal de cor vermelho
(canal Red do sistema RGB), utilizando-se o software livre “ImageJ — Image Processing and
Analysis in Java”. Através da analise da intensidade efetiva (Ar) da coloragdo, medida no canal
de cor vermelho, foi gerada uma curva analitica que apresentou linearidade na faixa de
concentracio entre 2,5 e 75 mg L™ de paraquat. A equagdo da reta para essa curva analitica
obtida por meio de regresséo linear pode ser descrita pela fun¢do Ar = 0,0191Cpq2+ + 0,1904 €
apresenta um coeficiente de determinagdo (R?) de 0,9922. A repetitividade foi verificada
calculando-se o desvio padrdo relativo (DPR) de cinco pontos da curva, obtendo-se valores
médios de DPR de 1,47% para a intra-dia e 1,85% para inter-dia, os limites de deteccdo (LOD)
e limite de quantificacdo (LOQ) obtidos foram de 0,4 e 1,3 mg L, respectivamente. Dessa
maneira 0 método analitico proposto permite a detec¢do e quantificacdo do paraquat com baixo
custo, simplicidade operacional, rapidez, elevada robustez, além de possibilitar que essas
analises sejam realizadas em locais isolados (in-situ) e/ou com grande nimero de suspeitas de
intoxicacdo, garantindo um diagndstico rapido e seguro para a imediata elaboracdo da
propedéutica clinica a ser empregada.

Palavras-chave: Paraquat. Analise de spot-test. Quimica analitica verde.
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ABSTRACT

This work was proposed study and develop an analytical method for determination and
quantification of paraquat herbicide in human urine samples, so that this is rapid, sensible,
economic, and lesser waste generating that the related methods in literature, currently employed
for this purpose, following with Green Chemistry (G.C.) and Green Analytical Chemistry
(GAC) principles. Another approached aspect is employ of Digital Image Analysis (DIA)
technique using analytical software through the generating digital images photographed of the
spot-tests, making the methodology portable and consequently most accessible. The method
developed is based in reduction reaction between paraquat dication (PQ?*) for this formation of
the radicalar cation (PQ™) of blue coloring, using a glucose (Glc) solution in alkaline mean
(NaOH) as reducing reagent, the reagent concentrations was being optimized for the highest
analytical response possible, with the help of the chemometric tools. The colored product has
max absorbance at 600 nm, and, because intense blue coloring developed in the reduction, was
possible to the detection and quantification from analysis of the digital images of the spot-tests
of reaction in red color channel (Red channel of the model RGB), employing the free software
ImageJ — Image Processing and Analysis in Java. Through of the analysis of effective intensity
(Ar) of the coloring, measured in the red color channel, was plotted an analytical curve that
present linearity in the concentrations range of 2,5 to 75 mg L of paraquat, it was obtained
from linear regression the line equation for this analytical curve, which is described by function
Ar = 0,0191Cpo2+ + 0,1904 and it has a determination coefficient (R?) of 0,9922. The
repeatability was verified through of the relative standard deviation (RSD) of five points of the
curve, obtaining mean RSD values of 1,47% for intra-day and 1,85% for inter-day, the limit of
detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) obtained was of 0,4 and 1,3 mg L7,
respectively, besides good results of the precision and accuracy. Getting this way an analytical
method that possibility the detection and quantification of the paraquat as from the digital
images analysis, permitting these analyses are realized in isolated areas (in-situ) and with great
number of intoxication suspicions, with high robustness in results, without demand equipment
or sophisticated installations for the analysis, promoting a fast and secure diagnosis for the
immediately treatment initiation.

Keywords: Paraquat. Spot-test analysis. Green analytical chemistry.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a demanda por alimentos vem crescendo em todo o mundo, bem como a
exigéncia do mercado global em relacdo aos niveis de qualidade dos mesmos. (1) Esse
fendmeno que é causado por diversos fatores, dentre eles o crescimento populacional, a
concentracdo de populacdo em &reas urbanas, o aumento de renda e da qualidade de vida etc.
(2-4), acarreta a davida a respeito da capacidade das nacbes em atender as necessidades
alimentares de sua populacao e dos mercados exteriores, duvida esta que € muito frequente em
discussdes no meio cientifico e de politicas publicas. Nesse sentido, diversos trabalhos
académicos tém sido publicados buscando uma resposta em consenso ou uma alternativa a
questao.

Diante deste desafio alimentar, a agricultura ganha um certo destaque, especialmente no
Brasil, uma vez que o pais ainda ndo explorou toda sua area cultivavel disponivel, e € uma
grande poténcia em termos de produtividade agricola. (5) Se por um lado a agricultura pode ser
um dos principais pilares de sustentacdo para garantir a seguranca alimentar, por outro, a sua
expansdo traz um aumento quase que obrigatério no emprego de defensivos agricolas, e por
consequéncia dos mecanismos utilizados para obter um constante crescimento da producao
agricola nacional. Dentro desse contexto o Brasil assumiu a alguns anos o posto de maior
“consumidor” mundial de agrotoxicos. (6,7)

Ainda que, com a disseminacdo da filosofia da Quimica Verde (Green Chemistry), haja
uma motivacdo maior para o desenvolvimento de produtos seguros e planejados para
degradacdo indcua (8,9), estimulando a producéo de defensivos agricolas ndo téxicos ou menos
toxicos. Os principais principios ativos das formulacBes utilizadas no presente, possuem
potencial toxicidade ao homem e ao meio ambiente, além do fato de alguns deles ndo possuirem
antidotos conhecidos, tornando comum casos de intoxicacdo e acidentes fatais, além da
contaminacdo de solos e 4guas por esses compostos.

Dentre os defensivos agricolas mais comumente empregados pelos grandes paises
produtores de alimentos vegetais no mundo, uma classe de importante impacto na produtividade
dos campos € a dos herbicidas, 0s quais agem de maneira rapida e eficaz no combate a densidade
populacional de ervas daninhas, que competem com o cultivo pela absorcdo de agua e
nutrientes. (10) Tais compostos sdo intensamente empregados nos mais diversos produtos
agricolas, sendo que naqueles que sdo destinados a alimentacdo humana, o emprego desses

compostos se da, de acordo com suas caracteristicas de seletividade e modo de ag&o.
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1.1 SOBRE A AGRICULTURA

A agricultura é, sem sombra de duvidas, um campo extremamente promissor para a
economia e seguranca alimentar de diversos paises, embora, ainda necessite de mais atencédo
em grande parte deles, sendo de consideravel importancia a ampliacdo dos investimentos em
desenvolvimento tecnoldgico de maquinaria, sementes (estirpes), fertilizantes, dos defensivos
quimicos e projetos de implantacdo de fazendas verticais, fatores estes que ja vem garantindo
um crescimento consideravel na producéo agricola.

Tratando-se da capacidade produtiva, a agricultura mundial, caso explorada ao seu
limite, possui um potencial de atender as necessidades alimentares de uma populacdo global
superior a 8 bilhdes de pessoas, podendo satisfazer até 10 bilhdes (11), embora, seja importante
destacar que, na maioria das vezes, existe um aumento concomitante no consumo de insumos
agricolas (dentre eles os agrotoxicos). (12) Uma grande barreira a ser superada é conquistar o
desejado aumento na produtividade de alimentos vegetais, reduzindo ao minimo possivel 0s
impactos ambientais e o consumo de insumos externos, ou seja, produzindo de forma
sustentavel. (1,11)

Dos principais alimentos de origem vegetal destinados a alimenta¢do humana e animal,
aqueles que, na maioria das vezes estdo presentes nas dietas em geral sdo os graos, raizes e
oleaginosas. No grupo dos grdos os mais consumidos em todo o mundo sé&o o arroz, trigo, milho,
centeio, cevada entre outros. A mandioca é a principal raiz consumida e no grupo das
oleaginosas temos a soja, dendg, girassol e coco. (13) O Brasil ganha certo destaque dentre 0s
paises produtores de alimentos, em primeiro lugar por ja ser uma grande poténcia agricola, e
ainda apresentar um crescimento anual relativamente alto neste setor e em segundo lugar por

estar entre os principais produtores dos produtos alimenticios anteriormente mencionados.

1.1.1 Agricultura no Brasil

Com o intuito de ingressar e conquistar seu espaco participando significativamente na
economia global, o Brasil passou a apostar na agricultura e ampliar o uso de defensivos
agricolas apos a década de 40, acelerando por volta da década de 60 com a isengdo de impostos
e das taxas de importacao de produtos ndo produzidos no pais. Com o langcamento do programa
nacional de defensivos agricolas (PNDA) em 1975, o governo investiu na implantacdo e
desenvolvimento das industrias direcionadas a este setor. Outro grande incentivo

governamental para a produgéo e consumo de agrotoxicos no pais, veio com o condicionamento
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do crédito rural a compra do defensivo. (14) Apos a década de 80, os avancos tecnoldgicos e a
expansdo das areas cultivaveis no pais, transformaram-no em uma verdadeira poténcia na
producdo de alimentos de origem vegetal e no uso de agrotoxicos, principalmente de herbicidas,
que apresentaram um crescimento vertiginoso de cerca de 540% no periodo de 1978 a 1998.
(14,15)

Hoje a agricultura é um dos principais pilares de sustentacdo da economia brasileira, e
é responsavel por uma parcela significativa do produto interno bruto (PIB), sendo que, no ano
de 2016 as atividades ligadas ao setor movimentaram cerca de 23% do PIB. (16) Atualmente o
Brasil € um grande exportador de produtos agricolas, estando entre os maiores produtores
mundiais; o pais lidera a produgdo mundial de café, caju, cana-de-agucar, laranja e erva mate,
¢ 0 segundo maior produtor de abacaxi, castanha do Pard, maméao e soja e o terceiro maior
produtor de feijdo, mandioca, milho e tabaco. A Tabela 1 abaixo, traz alguns dados sobre a
participacdo da producdo agricola brasileira no mundo no ano de 2016.

Tabela 1 — Participacdo e posi¢do do Brasil na producdo de alguns alimentos e produtos de
origem agricola no ano de 2016.

Brasil Producéio Mundial Participagéo

Produto Posicao Producdo nacional (10° toneladas) do Brasil
mundial (10° toneladas) (%)
Abacaxi 2° 2.694,6 25.809,0 10,44
Banana 4° 6.764,3 113.280,3 5,97
Café 1° 3.019,1 9.221,5 32,74
Caju 1° 1.775,3 1.921,5 92,39
Cana-de-acucar 1° 768.678,4 1.890.661,8 40,66
Caqui 5° 161,0 5.430,4 2,97
Castanha do Para 2° 42,3 119,3 35,48
Coco 40 2.649,2 59.010,6 4,49
Feijdo 3° 2.615,8 26.833,4 9,75
Laranja 1° 17.251,3 73.187,6 23,57
Limé&o e lima 5° 1.262,4 17.347,2 7,28
Maméo 2° 1.424,7 13.050,7 10,92
Mandioca 3° 21.082,9 277.102,6 7,61
Erva mate 1° 616,2 937,3 65,74
Melancia 40 2.090,4 117.022,6 1,79
Milho 3° 64.143,4 1.060.107,5 6,05
Pimentas 40 54,4 546,3 9,96
Sementes de algodéo 50 3.464,1 65.391,5 5,30
Soja 2° 96.296,7 334.894,1 28,75
Tabaco 3 675,5 6.664,2 10,14

Fonte: Elaborada pelo autor, dados: FAO/FAOSTAT.
Na quinta coluna da tabela acima, intitulada “participa¢do do Brasil (%)”, temos a

porcentagem da producéo brasileira em relacdo a producdo mundial dos respectivos produtos
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agricolas, para algumas culturas apresentadas, a producdo nacional no ano de 2016 ultrapassou
1/5 da produgdo total mundial, com destaque para as producdes de café, caju, cana-de-agucar,
castanha do Pard, erva mate e soja, as quais a producdo do pais superou 28% da producao
mundial.

Atualmente os Estados Unidos, a Unido Europeia e o Brasil sdo, respectivamente, o
primeiro, segundo e terceiro maiores produtores agricolas no mundo (17,18), sendo que o Brasil
diferentemente dos dois primeiros, ainda possui uma grande area de terra cultivavel
inexplorada, podendo no futuro aproveitar-se dessa reserva de terras para expandir
significativamente a capacidade produtiva do pais. (5,13)

Segundo as estimativas realizadas pela Companhia Nacional de Abastecimento
(Conab), a safra de gréos referente ao periodo de 2016/17 devera ultrapassar 219 milhdes de
toneladas (19), dos quais 105,6 milhdes de toneladas corresponderdo a producdo de soja,
ultrapassando as safras anteriores e registrando a maior producdo desse grdo. Muito desse
avanco nos indices de producdo se deve ao emprego das tecnologias de maquinas e ao uso dos

diferentes tipos de insumos nos campos, principalmente de agrotoxicos como os herbicidas.

1.2 HERBICIDAS

Herbicidas sdo substancias quimicas sintéticas ou de base natural, utilizadas para a
interrupcao do crescimento ou eliminacdo de plantas, em especial das ervas daninhas. Segundo
Zimdahl a etimologia da palavra herbicida origina do latim pela juncéo das palavras herba que
significa planta herbacea e caedere que significar para matar. (20,21) Essas substancias podem
ser divididas em grupos de acordo com suas caracteristicas, como: modo de acdo, método e
condicdes de aplicacdo, modalidade de emprego e periodo de aplicacdo. (10,21,22) Dentre 0s
herbicidas mais utilizados no mundo esta o paraquat (23,24), que se destaca ndo apenas pela
elevada eficiéncia e baixo custo, mas também por combater um amplo espectro de ervas

daninhas.

1.2.1 O Paraquat

1.2.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas e reatividade

O ion 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridinio ou ion 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridilio, também

conhecido como metil viologénio ou paraquat, representado na Figura 1, € um dicéation de
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formula molecular C12H14N2 e peso molecular de 186,258 g mol™, é extremamente soltvel em
agua, ligeiramente soltvel em etanol e metanol e praticamente insoldvel em solventes organicos
apolares, possui baixa volatilidade, pressdo de vapor inferior a 1,0 x 10 Pa e decompde-se a
300°C. (25,26) Em formulacGes de herbicidas o paraquat € comumente comercializado como
sais de dicloreto ou dimetilsulfato, com férmulas Ci2H14N2Cl2 e Ci2H14N2(CH3S04)2,
respectivamente. (27)

cr

NN\
“\_/

Figura 1 — Estrutura molecular do paraquat na forma de seu sal de dicloreto.
Fonte: elaborada pelo autor.

Dissolvido em agua produz uma solucéo incolor, estavel em meio acido e neutro, porém,
em meio alcalino pode sofrer a hidrdlise de um grupo metil, podendo ser facilmente reduzido
para formar um cétion radicalar bastante estavel em solucdo e de coloracdo azul intensa, com
méaxima absorbancia em 600 nm, permitindo dessa maneira a sua detec¢do e quantificacdo por

espectrofotometria na regido visivel do espectro eletromagnético. (25)

1.2.1.2 Emprego e atividade

O paraquat é um poderoso principio ativo de formulacdes de herbicidas, possuindo
registro em mais de 90 paises ao redor do planeta, dentre os quais estdo o Brasil, Canada,
Estados Unidos, Japdo e Nova Zelandia (28,29), sendo amplamente utilizado devido sua alta
eficiéncia e rapida acdo, além do fato de ser um herbicida néo seletivo, que o torna eficaz para
0 combate de um amplo espectro de ervas-daninhas e por apresentar uma boa relacdo
custo/beneficio se comparado com outros ingredientes ativos disponiveis no mercado.

Devido suas caracteristicas e mecanismo de acao, o paraquat pode ser empregado tanto
para 0 combate pos-emergente quanto para a dessecacdo de culturas. No Brasil seu uso é
permitido pelos érgdos responsaveis, tendo os seus limites maximos de residuos (LMR)
determinados pela ANVISA. Com o intuito da eliminacéo de vegetacgdo infestante na plantagéo,
pode ser aplicado em culturas como algodao, arroz, cacau, cafe, cana-de-acucar, citros, coco,

milho, pastagens, soja, sorgo e trigo, ja para o emprego como dessecante da cultura pode ser
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aplicado no algodéo, arroz, cana-de-agucar, milho, soja e sorgo. Os valores de LMR para cada

cultura estdo disponiveis na Tabela 2.

Tabela 2 — Culturas, modalidade de emprego e limite maximo de residuos permitidos no Brasil

para o herbicida paraquat.

Cultura Modalidade de aplicacdo LMR" (mg/kg)
Abacate Pds-emergéncia 0,05
Abacaxi Pds-emergéncia 0,05
< Dessecacao 0,2
Algodao Pds-emergéncia 0,2
Dessecacao 0,5
Arroz ? >
Pbs-emergéncia 0,5
Aspargo Pds-emergéncia 0,05
Banana Pds-emergéncia 0,05
Batata ,DessecagAéo _ 0,2
PGs-emergéncia 0,2
Beterraba Pds-emergéncia 0,05
Cacau Pds-emergéncia 0,05
Café Pds-emergéncia 0,05
Cana-de-agucar ’DessecagAéo - 0,1
Pos-emergéncia 0,1
Citros Pds-emergéncia 0,05
Coco Pds-emergéncia 0,05
Couve Pds-emergéncia 0,05
Feijao Pds-emergéncia 0,05
Maca Pds-emergéncia 0,05
Milho ,DessecagAéo _ 0,1
Pds-emergéncia 0,1
Pastagens Pds-emergéncia 5,0
Pera Pds-emergéncia 0,05
Péssego Pds-emergéncia 0,05
Seringueira Pds-emergéncia UNA
Soja ,Dessecagiéo _ 0,1
PGOs-emergéncia 0,1
Sorgo ,DessecagAéo _ 0,5
Pds-emergéncia 0,5
Trigo Pds-emergéncia 0,01
Uva Pds-emergéncia 0,05

* Considerando-se a concentracéo do cétior); UNA = Uso ndo alimentar.
Fonte: Elaborada pelo autor, adaptado de: Indice monogréafico P01 Anvisa, 2014.

Além do uso como herbicida, o paraquat é corriqueiramente utilizado na eletroquimica,

em reacdes de transferéncia eletrdnica como reagente transportador de elétrons. Isso se da por

sua capacidade de ser reduzido a um céation radicalar estavel na auséncia de oxigénio,

retornando ao seu estado oxidado (dicationico) quando na presenca de oxigénio. (23)
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1.2.1.2.1 Mecanismo de acéo (atividade herbicida)

O paraquat € classificado como sendo um herbicida de contato ndo seletivo, agindo
direta e rapidamente no tecido verde, de uma vasta gama de vegetais. (25) A causa de sua
atividade herbicida ocorre devido a interferéncia ocasionada nas reacGes de transferéncia de
elétrons, durante as reacOes da fotossintese, no fotossistema I. No meio intracelular, o paraquat
captura um dos elétrons liberados pela clorofila a, formando um cétion radicalar (representado
como PQ™) e impedindo que esse par de elétrons seja capturado pela ferredoxina, e
posteriormente, transferido na reducdo do NADP* (dinucleotido de nicotinamida e adenina
fosfato) para a formacdo do NADPH. (30-32)

Além de interferir no processo de sintese de carboidratos, que necessitam do NADPH
para o transporte de elétrons e prétons durante a reducio do didxido de carbono, o PQ™* formado
reage espontaneamente com o Oz desencadeando a formacao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que, por sua vez, causa o desequilibrio das atividades oxidativas, provocando a

peroxidacdo lipidica e posterior morte celular. (30-32)

1.2.1.3 Intoxicagé&o e quadro de sintomas

Devido sua elevada toxicidade e larga utilizacdo nos campos, diversos casos de
intoxicacdo foram registrados ao longo dos anos, ocasionando a sua proibicdo em varios paises,
embora raramente sejam registradas intoxicac6es laborais, acidentes domésticos e homicidios,
sendo mais comuns 0s casos de tentativa de suicidio. (27,33)

Um dos principais motivos para sua proibicdo em alguns paises, é o fato de ainda nao
possuir antidoto conhecido ou tratamento eficaz, o que torna a recuperacdo das vitimas mais
complicada e com baixa taxa de sucesso, em grande parte dos casos resultando em o6bito. (27,34)
Estudos apontam que o paraquat pode ser toxico por via respiratéria, dérmica e oral, embora
dificilmente ocorra intoxicacdo por via respiratoria por ndo ser uma substancia volatil; por via
dérmica, ocorre principalmente se a vitima possuir lesGes na pele, 0 que pode aumentar
consideravelmente a sua absor¢do. (33) No caso da ingestdo, maior responsavel pelas
intoxicagOes agudas e Obitos, a absor¢éo € baixa, variando entre 5 e 20% da quantidade ingerida.
(33,35)

Ap0s ingerido, o0 paraquat alcanga seu pico sérico dentro do intervalo de 30 minutos a
4 horas e rapidamente se distribui pelo corpo através do sistema circulatério (25,33,34,36),

cerca de 5 a 6 horas apds a ingestdo parte do composto ja se acumulou nos tecidos de diversos
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0rgdos e parte foi excretado na urina e nas fezes, assim sua concentracdo no sangue é reduzida
drasticamente. (33,34,36)

O quadro clinico desenvolvido pelo paciente intoxicado esta diretamente ligado a dose
e rota de intoxicacdo, podendo variar de assintomatico a 6bito em poucas horas. (27) Com o
intuito de diminuir a absor¢do do composto pelo organismo, é comum as formulacGes
possuirem agentes eméticos. A Tabela 3 apresenta a relagdo dose/efeitos clinicos.

Tabela 3 — Efeitos toxicoldgicos da intoxicacéo pela ingestéo de paraquat.

Dose Quantidade* Efeitos toxicoldgicos Progndstico
O paciente pode ndo apresentar sintomas
L L Quadro
ou desenvolver vomito ou diarreia. O .

Dose 1 ] < reversivel com
. <20 mg Kg quadro reversivel com recuperacao x
baixa < recuperagéo

completa, mas a funcéo pulmonar pode
A . completa.
apresentar deficiéncia transitoria.
Nas primeiras horas ha dor orofaringea,
vomito diarreia etc. Disfuncao renal e
hepética sdo comumente observadas. As
membranas mucosas da boca podem
apresentar descamag&o com lesdes A maioria dos
Dose 4 aparentes. Em casos mais graves pode-se casos resulta
20 — 40 mg Kg ; . ) . s
moderada desenvolver dispneia apds alguns dias. em Obito entre

Geralmente desenvolvem-se crepitacdes e 2 a 4 semanas.
sinais radiologicos de lesdo pulmonar.
Pode ocorrer a morte ocasionada por
fibrose pulmonar macica, entre 2 e 4
semanas.
Causa faléncia multipla dos 6rgaos
podendo levar a 6bito entre 24 e 48 horas,
N . ) . A morte ocorre
devido a gravidade da intoxicagéo. q
N entro de 24
Desenvolvem-se graves lesdes gastricas
(gastrointestinais) com consideravel perda
de liquido. Insuficiéncia renal, arritmias
cardiacas, coma, convulsdes e perfuracdo
do es6fago em seguida morte.
* Valor estabelecido em mg do ion/Kg de massa corporal
Fonte: elaborada pelo autor.

O envenenamento fatal por paraquat é dividido em dois tipos distintos, por intoxicacao

horas, em raros
casos levando
alguns dias.

Dose alta > 40 mg Kg*

aguda fulminante, que leva o individuo a morte em um curto periodo de tempo, ou pelo
desenvolvimento de fibrose pulmonar, que, de acordo com o grau de intoxicagdao pode levar
algumas semanas para resultar em falecimento. (27) Os principais efeitos da intoxicacdo aguda
causada pelo herbicida sdo provocados nos rins e pulmdes, sendo neste Gltimo, 0s mais graves
e que geralmente levam o individuo intoxicado a 6bito, danos severos na orofaringe e eséfago

estdo geralmente relacionados a ingestdao do produto concentrado.
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Estudos recentes apontam também que a acédo toxica do paraquat pode contribuir como
fator ambiental para doencas neurodegenerativas, podendo estar relacionado ao
desenvolvimento e agravamento do mal de Parkinson, sendo assim considerado um fator de

risco para essa doenca. (23,37,38)

1.2.1.3.1 Mecanismo da agdo téxica em humanos (via ingestédo)

Em casos de intoxicacdo por ingestdo, o paraquat € rapidamente absorvido pelo
organismo devido sua elevada afinidade com &gua, sendo majoritariamente absorvido no
intestino delgado, e como apresenta alto poder de corrosdo (principalmente quando se apresenta
em formulagbes concentradas do produto), pode causar lesBes na mucosa gastrintestinal
elevando sua taxa de absorcdo. (30,39) Apoés ser absorvido neste 6rgao, ele é transportado pelos
capilares sanguineos, de onde ira se distribuir pelo organismo através do sistema circulatério.

Uma vez no sistema circulatério, o paraquat é distribuido por todos os érgaos, sendo,
qgue sua acumulacdo ocorre preferencialmente nos pulmdes, atingindo neste 6rgéo
concentracdes cerca de 6 a 10 vezes maiores que as concentracdes plasmaticas. (30,40) A
toxicidade seletiva do paraquat aos tecidos pulmonares foi relacionada a participacdo do
sistema de transporte de poliaminas, que, devido a semelhanca estrutural entre o herbicida e
alguns compostos enddgenos, o transportaria para o interior dos pneumacitos do tipo | e Il,
onde ocorreria seu acimulo. (25,30,41,42)

Os mecanismos especificos, bem como, as espécies finais geradas pelo ciclo redox,
diretamente responsaveis pela citotoxicidade e lesdes ocasionadas pelo paraquat permanecem
ainda sem total esclarecimento, porém, sabe-se que, em parte, essas lesdes possam estar
relacionadas a fatores como estresse oxidativo induzido pela producdo de EROs altamente
toxicas, interrupcdo de importantes processos bioquimicos envolvendo o NADPH e danos
membranares acarretados por reacdes de peroxidacdo lipidica. (30,40,43,44)

A formacdo, neutralizacdo e eliminacdo de EROs durante os processos bioldgicos
ocorrem naturalmente, possuindo importante papel em diversas reag0es nesses sistemas, mas,
guando ocorre um desequilibrio, que é caracterizado como estado de estresse oxidativo, a
geracdo dessas espécies supera 0s niveis aos quais esse sistema pode elimina-las. (45,46) O
estresse oxidativo acarreta danos a biomoléculas e aos tecidos de diversos orgaos, inativacdo
de proteinas e ruptura do DNA, podendo ainda estar associado a inimeras doencas, inclusive
as neurodegenerativas como o mal de Parkinson. (45,47,48,49) O esquema de geragdo das

EROs no meio intracelular estimuladas pelo paraguat estéo representadas na Figura 2.
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Modifica proteinas celulares;

H,C—N~ N™—CH, Danos ao DNA
\ / \ 7/ |

NADPH 0 ——> 0y +NO — ONOO
20y +2 0 -9 1,0,+0,
Fe** + 0y —— F?* +0,
NADP’ +H'+ ¢ Fe*" + H,0, —— OH" + OH'+ Fe*”

Peroxidagao lipidica

Morte celular

Figura 2 — Ciclo redox do paraquat com consequente formagdo do anion superoxido (057) e
mecanismo da formagdo de EROs e peroxinitrito (ONOQO"), principais espécies responsaveis pelos danos
e morte celular.

Fonte: Elaborada pelo autor.

1.2.1.4 Intoxicacdes e acidentes relatados

Diversos casos de intoxicagdes e acidentes envolvendo o mau uso do paraquat foram
relatados no decorrer dos anos, os primeiros relatos de intoxicagdes agudas provocadas pelo
paraquat que resultaram em ébitos, ocorreram em 1964 sendo reportadas dois anos mais tarde.
(25,27,33) Dentre as primeiras causas de intoxicacdes envolvendo o herbicida, a ingestdo da
solucdo concentrada armazenada em recipientes inadequados, como garrafas de bebidas e
embalagens ndo etiquetadas foram as mais comumente descritas. (27,50,51) Também h&
registros de casos em que a formulagdo concentrada fora aplicada para a eliminacédo de piolhos,
e, alguns raros casos onde ocorreram as intoxicagdes durante a aplicacéo e preparo do herbicida
decorrente do ndo uso de equipamentos de protecdo individual (EPIs), defeitos nos aplicadores
ou erros na diluicdo do produto. (27)

Estimativas apontam que todos os anos sejam registradas cerca de 3 milhdes de
intoxicacOes agudas por diversos tipos de agrotdxicos, com aproximadamente 220 mil casos de
Obitos em todo 0 mundo, sendo que esses numeros correspondem apenas aqueles registrados,
tornando desconhecida a quantidade real de intoxicagoes. (52)

No Brasil, os dados referentes aos casos notificados de intoxicagdes e envenenamentos
sdo coletados, compilados, analisados e divulgados pelo 6rgdo SINITOX (Sistema Nacional de
Informacgdes Toxico-farmacolodgicas). (53,54) Embora as informac6es divulgadas pelo érgéo
ndo facam distingdo das substancias quimicas envolvidas nos casos registrados, o SINITOX

disponibiliza os dados anualmente, segundo os grupos de agentes tdxicos, como por exemplo:
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medicamentos, agrotdxicos de uso agricola, agrotoxicos de uso domeéstico, produtos
veterinarios, raticidas, produtos quimicos industriais, metais, drogas de abuso, plantas etc. A
Tabela 4 foi elaborada com base nos dados disponiveis na pagina do SINITOX, nela estdo
agrupados os registros de dbitos por intoxicagdo com agrotdxicos de uso agricola no Brasil nos
ultimos anos.

Tabela 4 — Obitos registrados em casos de intoxicacdes com agrotoxicos de uso agricola por ano
no Brasil.

Tentativa  Violéncia/

Ano Acidentes” Ocupacional de suicidio  homicidio

Ignorada Outros Total

1999 11 2 133 - 7 1 154
2000 17 1 118 - 5 - 141
2001 7 10 130 2 5 3 157
2002 7 8 123 5 7 - 150
2003 16 2 149 4 8 3 182
2004 9 8 132 1 14 - 164
2005 13 5 172 1 10 1 202
2006 11 4 161 4 9 1 190
2007 21 2 177 - 8 1 209
2008 16 4 130 1 8 - 159
2009 18 3 147 1 1 1 171
2010 9 3 175 3 5 - 195
2011 6 2 114 3 4 - 129
2012 3 2 117 2 2 2 128
2013 7 1 80 3 1 - 92

2014 1 1 56 - - 1 59

* Acidentes individuais, coletivos e ambientais;
- Valor igual a zero.
Fonte: Elaborada pelo autor, dados: Ministério da Saude/FIOCRUZ/SINITOX.

Conforme mostrado na Tabela 4 (acima), nota-se, que dos 2.482 casos de Obito
registrados entre os anos de 1999 e 2014, decorrentes de intoxica¢cdes por agrotoxicos de uso
agricola, 2.114 foram ocasionados por tentativas de suicidio, correspondendo a 85,2% dos casos
contabilizados, 172 (6,9%) dos casos ocorreram de maneira acidental (incluindo acidentes
individuais, coletivos e ambientais), 58 (2,3%) casos por intoxicagdo ocupacional e 30 (1,2%)
casos de dbito onde a vitima foi intencionalmente envenenada.

Embora os dados da tabela sugiram um declinio no nimero de ébitos registrados nos
ultimos anos, ela ndo deve ser utilizada como um indicativo de redugdo da ocorréncia, uma vez
que, essa diminuicdo ocorreu por conta da menor participagao no envio de dados pelos Centros
de Informacéo e Assisténcia Toxicoldgica (CIATS) nos levantamentos recentemente realizados.
(55)
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Dentre os acidentes com agrotoxicos registrados no Brasil, um evento que deve ser
destacado, € o ocorrido em Lucas do Rio Verde, municipio do estado do Mato Grosso, em que
um avido monomotor teria langado uma nuvem de agrotoxico sobre a cidade, este ocorrido foi
noticiado em diversas midias inclusive a historia de sua reportagem ¢ contada no livro “Um
avido contorna o pé de jatoba e a nuvem de agrotoxico pousa na cidade: Historia da
reportagem”, escrito pelo repOrter Paulo Machado. Felizmente, mesmo com a gravidade do
acidente, ndo foi registrado nenhum 6bito relacionado a intoxicacao pelo agrotoxico, mas, anos
de pesquisas de um horto medicinal foram perdidos juntamente com grande parte da vegetagédo
da cidade, inclusive aquela destinada a alimenta¢do humana. (56-58)

Devido a necessidade do uso de agrotdxicos e o risco de acidentes associados a essas
substancias, € de grande valia o desenvolvimento de métodos analiticos rapidos, portateis e
confiaveis para propiciar a escolha da adequada propedéutica terapéutica, contribuindo para o

aumento da taxa de sucesso nesses tratamentos.

1.3 MATERIAL BIBLIOGRAFICO

A literatura referente as metodologias analiticas disponiveis para a determinacao do
herbicida paraquat é bastante vasta, entretanto, ainda carece daquelas que possam ser
consideradas “verdes” (ambientalmente amigaveis), portateis e de baixo custo analitico.

Dentre os métodos desenvolvidos para a determinacdo do herbicida em diferentes tipos
de amostras, os mais comuns sdo aqueles que empregam cromatografia liquida (CLAE)
(29,37,59-63) e espectrofotometria. (64-69) Outros métodos tais como a cromatografia gasosa
(CG) (70,71), potenciometria (72), voltametria (73), eletroforese capilar (EC) (74) e
ressonancia magnética nuclear (RMN) (75) também sdo empregados.

Em sua grande maioria, as técnicas empregadas para a determinacéo e quantificacdo de
paraquat em amostras de urina humana sdo cromatograficas (36), o que pode ser facilmente
justificado pelo fato destas apresentarem bons resultados de precisao e exatidao, baixos niveis
de deteccéo e quantificacdo, robustez, reprodutibilidade e capacidade de eliminar interferéncias.
(76) Por outro lado, necessitam de instalagdes adequadas, equipamentos de custo elevado (como
cromatografo liquido ou gasoso), demandam grandes quantidades de solventes orgéanicos
toxicos (como metanol, acetonitrila etc.) que podem trazer prejuizos a saude do analista, além

de gerar residuos que devem ser posteriormente tratados.
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1.4 METODO PROPOSTO NO PRESENTE TRABALHO

Com base nas informacGes apresentadas anteriormente, fica evidente a necessidade do
desenvolvimento de metodologias para a determinacdo do paraquat em matrizes bioldgicas,
que possam garantir resultados precisos de maneira simples, rapida, confiavel e que reduza ou
elimine 0 emprego de reagentes nocivos bem como a geracdo de residuos. Para isto, o presente
trabalho propés um método analitico para a determinacdo de paraquat em urina humana,
empregando-se a técnica de analise por spot-test associada a técnica de analise de imagem

digital (Digital Image Analysis - DIA).

1.4.1 Quimica analitica verde

No inicio da década de 90, surgia uma nova maneira de abordar as questfes ambientais
e de inovagGes dentro da ciéncia, esse periodo ficou marcado pela génese e difusdo da Green
Chemistry ou Quimica Verde, que foi fundamentalmente definida por Anastas como sendo o
planejamento de produtos e processos quimicos que reduzam ou eliminem o uso e a geracao de
substancias que possam ser perigosas ao homem e ao ambiente. (8,9,77)

A filosofia da quimica verde ao longo das duas ultimas décadas ganhou notoriedade em
diversos paises, seus 12 principios foram bastante disseminados, abrangendo a industria,
instituicGes de ensino e a pesquisa em quimica. (9) Desde o inicio do século XXI, diversos
eventos tém sido realizados no Brasil, com o intuito de promover e implementar a quimica
verde nas instituicdes nacionais de ensino e pesquisa, além disso, nos ultimos dez anos foi
criada a Rede Brasileira de Quimica Verde, houveram também as primeiras publicacBes de
livros nacionais com énfase no tema e a inclusdo dessa filosofia na maioria dos programas de
po6s-graduacao em quimica do pais. (78)

No ano 2000, devido a necessidade da realizacdo de algumas adequacgdes nos principios
da quimica verde, para que estes pudessem atender plenamente a quimica analitica, dava-se
inicio a uma nova vertente, a Green Analytical Chemistry ou quimica analitica verde, esta nova
subdrea da quimica verde, compartilhava das mesmas origens fundamentadas no
desenvolvimento sustentavel, entretanto, apresentava algumas adaptacGes nas diretrizes
propostas, tornando-as mais concisas e direcionadas para as praticas analiticas. (79,80)
Contudo, em suma, fora mantida a base da quimica verde, prezando por metodologias que
reduzam o consumo de reagentes e solventes, empregando principalmente aqueles obtidos a

partir de fontes renovaveis, que apresente baixo consumo energetico, gerem residuos de facil
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tratamento, sejam portateis (possibilite a analise in-situ), que n&o utilizem ou gerem substancias

toxicas e garantam a seguranca do operador. (79)

1.4.2 Spot-test

Spot-test ou analise de toque, é uma técnica analitica que consiste na realizacdo de
ensaios em semi-micro, micro ou ultra microescala, empregando equipamentos e materiais
simples, de baixo custo, facil manuseio e fornecendo resultados rapidos. (81,82) Geralmente
consiste em testes de carater qualitativo ou semiquantitativo, aplicados em andlises clinicas,
forenses, ambientais (agua e ar), alimentares e de monitoramento de solos. (81,83)

Os métodos classicos de spot-test envolvem diferentes procedimentos, sendo que 0s
principais sdo: a reacdo entre um pequeno volume ou algumas gotas da amostra e da solucao
reagente, aplicadas em uma superficie porosa como papel de filtro, silica gel etc. ou ndo-porosa
como placas de porcelana ou vidro (81,83,84); a aplicacdo de um pequeno volume da amostra
em uma superficie previamente impregnada com reagentes (81,83); ou a exposicao de uma de
uma gota da solucéo reagente ou um pequeno pedaco de papel reativo a acao dos gases liberados
pela amostra, que pode ser uma solu¢do ou um sélido. (81)

A técnica de spot-test, como ja foi mencionado, é tradicionalmente aplicada em ensaios
onde a formacdo dos produtos € seguida de avaliacdo visual, seja através do desenvolvimento
de coloracdo, formacdo de precipitado ou desprendimento de gas (81,85), o que insere
subjetividade na analise. Com o0s avan¢os na tecnologia de imagens digitais e o surgimento de
técnicas de analise baseadas na decomposicdo e quantizacdo dessas imagens, esse problema

pode ser reduzido, ou até mesmo eliminado.

1.4.3 Analise de imagem digital

A juncéo de reagdes colorimétricas com deteccéao e quantificagao por analise de imagem
digital, oferece uma alternativa com grande potencial de aplicabilidade para a quimica analitica,
haja vista que, dispositivos fotograficos capazes de gerar imagens de alta qualidade e resolucao,
estdo disponiveis a precos cada vez mais acessiveis. (86) Esta estratégia pode ser considerada
relativamente recente, mas tem sido extensamente empregada no desenvolvimento de métodos
para a determinacdo de compostos de interesse, seja na quimica (87-91), no monitoramento da

qualidade de alimentos (92-95) ou no ensino de quimica. (96-98)
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Dentre as vantagens do emprego de cameras fotograficas como detectores analiticos
para as reacOes colorimétricas, podemos salientar o baixo custo desses equipamentos, a rapidez
na geracdo das imagens e obtencdo dos resultados, o carater ndo destrutivo da analise, a vasta
gama de aparelhos equipados com dispositivos fotograficos disponiveis no mercado, a grande
quantidade de dados gerados por imagem, a eliminacgdo da subjetividade das analises visuais e
a capacidade de aplicacdo em determinagdes quantitativas. (86,92)

1.4.3.1 Imagens digitais

Uma imagem digital é uma representacéo grafica em duas dimensdes (2D) de uma cena
ou objeto, formada por um conjunto finito de unidades basicas denominadas “pixels”, que
contém informacdes de localizacdo espacial e intensidade luminosa, armazenadas na forma de
uma matriz numérica. (91,99,100) Como a localizacéo espacial dos pixels € dada pelas posi¢des
na abscissa e ordenada (eixos X ey, respectivamente) correspondentes a sua coordenada na
imagem, os softwares de analise podem gerar projecdes tridimensionais (3D) da imagem, onde
a cota (eixo z) representa a intensidade luminosa de cada pixel.

A quantizagdo da intensidade luminosa depende diretamente da sensibilidade dos
sensores do dispositivo que captura a imagem, como as informacgdes armazenadas e processadas
por computadores baseiam-se em bits (sistema binario, representado pelos algarismos O e 1), a
guantidade de niveis de intensidade obtidas em uma imagem serd determinada pela resolucéo
em bits/pixel, por exemplo, uma resolugdo de 1 bit/pixel produz imagens em 2! niveis, ja 8
bits/pixel produz imagens em 28 niveis, os dispositivos mais utilizados possuem 24 bits/pixel e

geram imagens com 224 niveis de intensidade luminosa.

1.4.3.2 O modelo de cores RGB

O modelo aditivo ou RGB, baseia-se na geracao de cores compostas através da adi¢ao
de diferentes intensidades das cores primarias, vermelho (Red), verde (Green) e azul (Blue)
(91), as imagens digitais coloridas apresentam 24 bits/pixel, cada canal € representado por 8
bits, resultando em 256 niveis para cada canal (variando de 0 a 255), como cada cor possui
valores em trés canais, sdo possiveis mais de 16,77 milhdes (256°) de combinacdes diferentes
de cores (100), uma variedade de cores maior do que o olho humano é capaz de distinguir, além

disso, esse modelo possibilita a representacdo numeérica das cores através de sua medicéo.
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Uma maneira mais simples de visualizar esse modelo € atraves da representacao do cubo
de cores RGB (Figura 3), onde é possivel demonstrar graficamente como as cores primarias se
combinam para a formacéo das demais. Nesse cubo os canais de cores R, G e B correspondem
a abscissa, ordenada e cota, respectivamente, os valores iguais a 0 representam a auséncia de
intensidade luminosa e valores iguais a 1 correspondem a intensidade méxima no canal (para
valores normalizados de intensidade luminosa), assim, a origem (0,0,0) corresponde a cor preta

e o ponto (1,1,1) a cor branca.

0o @ () oLy

Figura 3 — Representacéo grafica do cubo de cores do modelo RGB (para os niveis normalizados
dos canais). Cada cor possivel é representada por um ponto, sendo, vermelha (1,0,0), verde (0,1,0), azul
(0,0,1), amarela (1,1,0), magenta (1,0,1) e ciano (0,1,1) as cores dos vértices.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Esse sistema de geracdo de cores foi elaborado mimetizando o mecanismo tricromata
de reconhecimento das cores empregado pelo olho humano (91,99,101), que, apresenta na retina
trés tipos de células cone, cada uma contendo pigmentos responsaveis por responder a luz em
uma determinada faixa de comprimentos de onda, assim, essas células possuem sensibilidade
para detectar as cores azul, verde e vermelha, com sensibilidade maxima a 430, 540 e 570 nm,
respectivamente, produzindo no cérebro através dos impulsos nervosos gerados, a sensacao das
demais cores possiveis. (102)

Nesse modelo, as intensidades de luz das cores vermelho, verde e azul respondem de
maneira direta & absorcdo de radiacdo eletromagnética nas faixas de comprimentos de onda
entre 600-700 nm, 500-600 nm e 400-500 nm, respectivamente (92,96,98), assim, de acordo
com comprimento de onda de maxima absor¢do do produto de reacdo obtido, € possivel prever

em qual canal de cor a resposta sera mais significativa.
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1.4.3.3 A analise

A andlise das imagens digitais pode ser realizada com o auxilio de diferentes softwares
gréficos, sendo que, alguns deles séo livres outros de licenca paga, dentre os softwares livres
disponiveis, o empregado no presente trabalho para o tratamento das imagens e obtencdo dos
dados analiticos foi 0 “ImageJ - Image Processing and Analysis in Java”.

Basicamente, essa andlise consiste em medir a intensidade luminosa dos canais de cor
(R, G e B) através da decomposicao dos pixels na regido selecionada da imagem, o que resulta
em valores numéricos inteiros (variando entre 0 e 255, como mencionado na se¢do 1.4.3.2) para
cada canal, correspondentes a intensidade das cores primérias naquela regido, em seguida esses
valores sdo agrupados em histogramas (grafico de distribuicdo de frequéncia) fornecendo uma
média para cada canal na leitura.

Com a finalidade de quantificar compostos por meio de reacGes colorimétricas na
espectrofotometria, emprega-se a lei de Beer-Lambert (Equacéo 1), na qual, relacionam-se a
poténcia de um feixe eletromagnético ao comprimento do caminho percorrido por este feixe em

um meio absorvente e a concentracdo das espécies quimicas presentes nesse meio. (103)

P
A = —logqg (P—) = ¢lc (Equagdo 1)
0

Onde, A é a absorbancia, P € a poténcia do feixe transmitido pela amostra, Po é a
poténcia do feixe incidida na amostra, € é o coeficiente de absortividade molar, | é o
comprimento do caminho percorrido pelo feixe na amostra e ¢ é a concentracdo da espécie na
amostra.

Utilizando a técnica de deteccdo e quantificacdo por analise de imagem digital, os
valores médios de intensidade luminosa obtidos nos histogramas séo transformados em valores
de intensidade efetiva (Ar) por meio de célculos analogos a absorbancia (96,97), utilizando a

Equacéo 2:

|
A; = —logy <E> (Equacao 2)

Onde A é a intensidade efetiva, | é a intensidade luminosa na regido selecionada da
imagem e lo é a intensidade luminosa méaxima da matriz (correspondente ao branco). E essa
equacdo pode ser dividida em trés equacdes similares, de acordo com cada canal de cor
analisado (Equacdes 3, 4 e 5). (98,104)

R
A, = —logqg (R—O> (Equacao 3)
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G
Ag = —logyg (G—) (Equacao 4)
0

B
Ap = —logy, (B—O) (Equacao 5)

Onde Ar, Ag e Ab sdo a intensidade efetiva nos canais vermelho, verde e azul,
respectivamente; R, G e B sdo os valores de intensidade luminosa nos canais vermelho, verde
e azul, respectivamente; e Ro, Go e Bo sdo 0 valor maximo de intensidade luminosa para o canal
(ou seja, 255).

Em seguida é estabelecida uma relacdo matemaética entre os valores de intensidade
efetiva e concentracdo do analito, como na maioria das técnicas analiticas, obtendo-se uma
funcdo que possibilite a quantificacdo do mesmo.

Com isso, propde-se o0 acoplamento da técnica analitica de spot-test com a técnica de
andlise de imagens digitais, para a obtencdo de um método analitico simples, rapido, de baixo
custo, portatil e ambientalmente mais amigavel para a determinagdo do herbicida paraquat em

urina humana.
1.4.4 Ferramentas quimiométricas

A guimiometria € uma area da quimica que busca, através do emprego de ferramentas
matematicas e estatisticas, entender e propor modelos capazes de descrever 0 comportamento
das diversas varidveis durante um processo quimico. (105,106) Geralmente, para o ensino, a
quimiometria € dividida e abordada em quatro principais vertentes, sendo elas: analise
exploratéria de dados quimicos, calibracgdo multivariada, proposicdo de modelos de
classificacdo e planejamentos fatoriais. (105)

Durante o desenvolvimento de métodos analiticos € comum o emprego de ferramentas
quimiométricas como o0s planejamentos fatoriais, essas ferramentas contribuem de maneira
significativa para a obtencédo de informagdes relevantes a respeito das interagdes das variaveis
na obtencdo de respostas analiticas. (105,106) Com a utilizagdo dos planejamentos de
experimentos, pode-se reduzir a quantidade de experimentos necessarios para a obtencdo de
informacdes relevantes, minimizando a geracdo de residuos quimicos e a obtencdo de dados
matematicos irrelevantes.

Com o intuito de avaliar e mensurar a influéncia das variaveis no sistema em estudo,
deve-se empregar o planejamento fatorial completo ou o planejamento fatorial fracionario; a

escolha do planejamento utilizado baseia-se no numero de varidveis estudadas. Ja para a
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, podemos concluir que o método
proposto se mostrou eficaz para a determinacéo e quantificacao do herbicida paraquat presente
na urina humana em niveis de intoxicacdo. Durante o desenvolvimento do método foi
demonstrada uma elevada robustez do mesmo frente a variagfes nas concentracdes dos
reagentes e a alteracGes nas resolucdes das imagens digitais obtidas, demonstrando que o
mesmo possui capacidade de apresentar resultados similarmente confiaveis mesmo mediante
alteracdes nos parametros determinados na otimizacéo.

O método possui capacidade de detectar o paraquat presente na urina em niveis de
intoxicacdo nos pacientes, sem necessitar de etapas de pré-concentracdo das amostras,
diminuindo assim o risco de insercao de erros analiticos. O método apresentou linearidade na
relacdo entre a intensidade efetiva para o canal de cor vermelho (Ar) e a concentracéo do analito
na faixa testada, bons resultados de repetitividade para ensaios realizados intra e inter-dias, bons
niveis de deteccdo e gquantificacdo, ndo apresentou efeito de matriz (urina sintética e natural)
para as amostras analisadas, apresentou boa recuperacdo para amostras de urina sintética e urina
natural além de demonstrar precisdo e exatidao nos ensaios de adi¢do de padrdo e recuperacao,
bem como na comparacdo de métodos.

Também pode-se concluir que, o presente trabalho alcancou o objetivo de desenvolver
uma metodologia ambientalmente mais amigavel (utiliza reagentes pouco nocivos como a
glicose e em volumes minimos) e portatil, possibilitando a realizacdo de analises in-situ com a
obtencéo de resultados rapidos e de baixo custo, tornando-a acessivel a grupos que nao dispdem
de recursos abundantes para aquisicdo e manutencdo de equipamentos sofisticados de analise.
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