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RESUMO

FERNANDES, Lana A. T. Extragcado e caracterizagdo do brodifacoum em raticida
comercial. 2015. 40 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo) — Curso
Superior de Quimica, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Curitiba, 2015.

Pedacos e farelos dos pellets de raticidas comercializados chegam ao laboratorio do
instituto de criminalistica do Parana tirados de alimentos como café e cha. Portanto,
métodos de determinacdo dos seus principios ativos, que s&o principalmente
derivados cumarinicos, sé@o indispensaveis em investigacbes forenses. Porém, os
produtos comercializados apresentam uma baixa concentracdo desses compostos
em sua composi¢cdo o que torna sua analise dificil. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver um método para extrair o cumarinico brodifacoum de
amostras comerciais e determina-lo através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de diodos (DAD). A extracdo foi feita na
Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR) sede Ecoville e o restante da
analise no laboratério de ciéncias quimicas e biolégicas do instituto médico-legal
(IML) de Curitiba. Foi apresentada uma metodologia para determinacdo do
brodifacoum em iscas peletizadas do raticida comercial que requer menos de 10 mg
de amostra. O método para extracdo envolve banho de ultrassom e andlise por
CLAE-DAD. Foi possivel determinar o composto sem precisar de extensas etapas de
limpeza. Foram estimados limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) em 0,153 e
0,510 mg L™ respectivamente e recuperacdo de 51, 61 e 62% para 3 diferentes
marcas de raticida.

Palavras-chave: Extracdo. Raticidas. Brodifacoum. Cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Detector de arranjo de diodos.



ABSTRACT

FERNANDES, Lana A. T. Extraction and characterization of brodifacoum in
commercial rodenticide. 2015. 40 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacgéao)
— Curso Superior de Quimica, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.
Curitiba, 2015.

Many pieces and crumbles of wheat-based commercial rodenticides arrive at
Parana’s criminal institute laboratory being extracted from liquids such as coffee and
tea. Therefore, it is essential the use of analysis methods to determine the existence
of their active ingredients, mainly consisted of coumarin derivatives, in forensic
investigations; however, the products sold contain low levels of these compounds
which makes the analysis difficult. The objective of this report was to develop an
extraction method capable to extract the brodifacoum coumarin from commercial
samples and determine it by high-performance liquid chromatography (HPLC) with a
diode array detector (DAD). The extraction was done at Universidade Tecnolbgica
Federal do Parand (UTFPR) Ecoville campus and the rest of the analysis was done
at the city medical examiner's office laboratory. A brodifacoum determination method
was introduced to analyze wheat-based commercial rodenticide that requires
samples of less than 10 mg. The method of extraction involves sonicating the sample
and analyzing by HPLC-DAD. Through this method, it was possible to extract the
compound without an extensive sample clean up. The estimated limits of detection
(LOD) and quantification (LOQ) were 0,153 and 0,510 mg L™ respectively and the
recoveries were 51, 61 and 62% for three different commercial brands.

Keywords: Extraction. Rodenticides. Brodifacoum. High-performance liquid
chromatography. Diode array detector.
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1 INTRODUGAO

A populacao de roedores, como ratos e camundongos, em areas urbanas é
um problema devido as doencas que esses animais podem transmitir. Uma delas é a
leptospirose, zoonose mais propagada no mundo, causada pela bactéria leptospiras
que € transmitida, normalmente, pela urina dos ratos (DESVARS; CARDINALE;
MICHAULT, 2011). Por esse motivo a populacdo de roedores deve ser controlada e
isso pode ser feito reduzindo o acesso desses animais ao abrigo e alimento. Porém
sO isso ndo é suficiente e se faz necessario 0 uso de venenos, neste caso 0S
raticidas ou rodenticidas. Para que o roedor ingira esse composto este precisa estar
em forma de uma isca que seja atrativa para o animal. Essas iscas devem conter
uma dose minima de raticida para que esta ndo seja percebida pelo alvo, assim
como a forma da morte ndo deve causar nenhuma duvida da parte dos individuos
qgue ainda sobrevivem. O problema é que um composto que seja toxico para um
roedor eventualmente sera toéxico para humanos (PELFRENE; KRIEGER; KRIEGER,
2001).

Os compostos inorganicos, tais como o arsénio e o fésforo, ainda séo Uteis
para o controle de roedores em algumas areas, mas seu uso amplo ndo é mais
utilizado devido ao alto indice de morte de nédo alvos por envenenamento, em razao
de serem extremamente toxicos. Em vez disso, sdo utilizados os raticidas
anticoagulantes, compostos organicos, que oferecem mais seguranca. (PELFRENE;
KRIEGER; KRIEGER, 2001).

Os raticidas anticoagulantes mais comuns sao os derivados da
hidroxicumarina e os derivados da indandiona. Eles séo divididos em compostos de
primeira geracdo, como a varfarina e a clorofacinona, e de segunda geracao, como o
brodifacoum e a bromadiolona. Esses Ultimos sdo mais toxicos, encontram-se em
baixas concentracdes nas iscas e uma Unica ingestdo desta € suficientemente letal
para animais. JA 0s compostos de primeira geracdo precisam estar em
concentracbes maiores nas iscas e serem ingeridas em mais de uma dose
(GALLOCCHIO et al.,, 2014). A dose letal para ratos varia de 0,24 mg para
brodifacoum até 1,8 mg para difenacoum por kg de massa corporal enquanto que
para a varfarina varia de 50 a 100 mg kg™ (HAO et al., 2014).

Rodenticidas foram feitos para matar roedores, porém eles nao séao

prejudiciais apenas para esses animais. Esses compostos podem ser letais para
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humanos e animais domésticos. Com a crescente incidéncia de casos, seja por
acidente ou em carater intencional, nos quais houve exposicdo de nao alvos por
esse tipo de composto em alimentos e bebidas, analisar uma alternativa viavel para
a extracdo do raticida com base em cumarina se faz necessaria na realidade do
Instituto de Criminalistica do Parana (ICP). O fato de haver uma disponibilidade
comercial consideravel desse tipo de produto, o qual pode ser adquirido em muitos
estabelecimentos, € uma das justificativas de os derivados cumarinicos estarem
entre os venenos mais utilizados em casos de homicidio ou tentativa de homicidio.

O Laboratdrio de Ciéncias Quimicas e Bioldgicas do instituto vem recebendo
amostras alimenticias contaminadas com um farelo que baseado em caracteristicas
de aparéncia e cor, e devido a sua insolubilidade em agua, suspeita-se que seja
farelo da isca peletizada do raticida contendo brodifacoum vendido comercialmente.
Para que essa suspeita possa ser confirmada deve se ter desenvolvido um método
de extracdo e determinacao do anticoagulante no pellet do veneno.

Dois fatores principais tornam a extracdo de derivados cumarinicos em
pellets comerciais algo complicado: a baixa concentracdo do principio ativo e o
veiculo comumente utilizado (farelo de cereais como trigo, soja, milho e arroz).
Portanto um método de extracdo eficiente traria grandes beneficios para o instituto
de criminalistica, visto que poderiam tratar esses casos, que hoje se apresentam em
grande quantidade comparada com outros venenos, de maneira eficiente.

Portanto, neste trabalho foi apresentada uma metodologia para a
determinacao do brodifacoum em iscas peletizadas de raticidas de trés marcas que
foram chamadas de marcas X, Y e Z. Nesse método uma pequena quantidade das
iscas rosa, amarela e azul sdo extraidas com um baixo volume de uma mistura de

acido metanoico e metanol sem qualquer etapa de limpeza.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia de extracdo do
anticoagulante brodifacoum nos pellets de raticidas comerciais e determina-lo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de diodos
(DAD).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair o brodifacoum dos pellets comerciais de 3 marcas;

e Obter uma porcentagem de recuperacdo do cumarinico acima de
50%;

e Método envolvendo baixa quantidade de amostra e reagentes e sem
etapa de limpeza;

e Metodologia viavel de ser utilizada pelo Instituto de Criminalistica (IC).
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 RATOS E DOENCAS

N.G. Gratz, antigo membro da Organizacdo Mundial de Saude, publicou uma
lista de cinquenta e cinco doencas infecciosas derivadas direta ou indiretamente de
roedores. Uma delas é a famosa peste negra, assim chamada por causa das
manchas escuras que aparecem na pele. Outra € a leptospirose ou doenca de Weil.
Durante a guerra do Vietna, nos anos 1960 e 70, foi a principal causa de febre
aguda entre os soldados americanos. E considerada a mais prevalente das doencas
transmitidas por roedores (BARNETT, 2002).

A leptospirose, zoonose bacteriana mais comum, € um problema de saude
publica de nivel global. Os organismos causadores dessa doenca sdo bactérias do
género Leptospira pertencentes ao filo das Spirochaetas (KO; GOARANT;
PICARDEAU, 2009). Possuem aproximadamente 0,1 mm de diametro e de 6 a 20
mm de comprimento (DESVARS; CARDINALE; MICHAULT, 2011). H4 oito espécies
patdgenas que séo excretadas na urina de espécies de mamiferos que servem como
reservatorios. Esses patdgenos sdo mantidos em ambientes silvestres e domésticos
pela transmissdo entre espécies de roedores. Nesses animais reservatorios, ou
também chamados de hospedeiros primarios ou de manutencdo, a infeccao é
assintomética (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009).

A leptospirose é transmitida para os seres humanos pelo contato direto com
esses animais ou pela exposicdo a agua e ao solo contaminado. As leptospiras
penetram na pele machucada ou nas mucosas, entram na corrente sanguinea e se
espalham pelo corpo levando a infeccdo que pode causar manifestacdes graves
como insuficiéncia renal aguda e sindrome de hemorragia pulmonar. Os seres
humanos sdo hospedeiros acidentais e ndo servem como reservatorios para
transmissao (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009).

Um dos valores mais elevados de infeccdo de roedores foi relatado no
Colorado, EUA, onde 66 por cento dos ratos selvagens noruegueses foram
infectados com Leptospira interrogans. Entre os roedores que vivem em estado
selvagem a infecgéo é mantida sem intervengcdo humana e, muitas vezes parece ser

inofensivo. O problema é um exemplo tipico das funcdes da saude publica: a
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prevencado requer se livrar de ratos, melhorar a higiene entre outras precaucdes
Obvias. No entanto, essas medidas nem sempre foram 6ébvias: no ano de 2000, no
leste da Tailandia, durante uma epidemia alarmante de leptospirose, os cidadaos
ameacados foram encorajados a pegar e comer os portadores (provavelmente ratos-
toupeira ou ratos pretos). Os métodos de captura de roedores, e receitas para

cozinha-los, foram emitidos pelas autoridades (BARNETT, 2002).

3.2 RATICIDAS

Os raticidas, também chamados de rodenticidas, sdo usados para matar
ratos, toupeiras e outros pequenos animais. Na maioria deles sdo adicionadas iscas
gue sdo desagradaveis para o homem. Os rodenticidas podem ser classificados em
compostos inorganicos, onde estdo incluidos o arsénio, o télio, o fésforo, o
carbonato de bario e o fosfeto de zinco, e compostos organicos, incluindo
fluoroacetato de sobdio, alfa-naftil-tioureia, anticoagulantes, e estricnina
(MEULENBELT; DESCOTES, 1996).

3.2.1 Histoérico

Na década de 40, uma pequena empresa farmacéutica britanica sugeriu que
dicumarol poderia ter propriedades rodenticidas. Ensaios confirmaram a ideia e
comecou a era dos raticidas anticoagulantes. A varfarina foi o primeiro raticida
anticoagulante introduzido no mercado logo apos a Segunda Guerra Mundial e se
tornou amplamente utilizado em muitos paises. Outros compostos anticoagulantes
com uma poténcia semelhante a da varfarina foram também sintetizados. Estes
raticidas anticoagulantes primeiramente tém sido muitas vezes chamados de
“raticidas anticoagulantes de primeira geracdo." Estes compostos de primeira
geracdo geralmente tém toxicidade moderada, mas muitas vezes é necessaria a

exposicao continua a isca para o controle de roedores (MURPHY; GUPTA, 2007).
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3.2.2 Anticoagulantes

Os derivados da 4-hidroxicumarina e da indandiona sdo os constituintes
ativos dos raticidas anticoagulantes. Estes sao classificados ou como
anticoagulantes de primeira geracdo como a clorofacinona, o cumatetralil e a
varfarina ou como anticoagulantes de segunda geracdo como o brodifacoum, a
bromadiolona, o difenacoum, a difetialona e a flocumafena (VANDENBROUCKE et
al., 2008).

Os compostos de primeira geragcdo exibem uma toxicidade moderada para
roedores e precisa de uma exposicado repetida a isca para exercer um efeito letal,
além disso, devido a sua meia-vida relativamente curta no sangue e no figado, e
uma capacidade de bioacumulacdo inferior, uma resisténcia generalizada foi
desenvolvida para os anticoagulantes de primeira geracdo. Por conseguinte,
raticidas anticoagulantes de segunda geracéo foram desenvolvidos com aumento da
toxicidade e maior bioacumulacdo. No entanto, a sua meia-vida é longa e a
persisténcia nos tecidos dos animais € elevada e constitui um grande risco de
intoxicacao crbénica secundaria de animais selvagens (SHIMSHONI et al., 2013).

O anticoagulante de segunda geragao brodifacoum tem uma poténcia cerca
de 200 vezes maior e um tempo de meia-vida de 10 a 20 vezes maior do que a do
anticoagulante de primeira geracéo varfarina, que € de 2 a 5 dias (MEULENBELT;
DESCOTES, 1996).

3.3 RATICIDAS CUMARINICOS

O grupo das hidroxicumarinas tem um anel de 4-hidroxicumarina com
diferentes substituintes na cadeia lateral, na posicdo 3 (Figura 1). Rodenticidas
anticoagulantes comumente usados neste grupo sdo bromadiolona, brodifacoum,

coumafuril, cumatetralil, difenacoum e varfarina (MURPHY; GUPTA, 2007).
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Figura 1 - Derivados da 4-hidroxicumarina
Fonte: GALLOCCHIO et al. (2014, p. 64)

Compostos anticoagulantes quebram o ciclo da vitamina K bloqueando a
enzima vitamina K 2,3-epoxi redutase e também a enzima vitamina K redutase
(ANDRE et al., 2005). Consequentemente, os derivados cumarinicos reduzem a taxa
da sintese dos fatores de coagulacdo dependentes da vitamina K, fator I
(Protrombina), VII, IX e X e seus niveis no plasma diminuem. Essa reducéo torna o
processo de coagulacdo deficiente e aumenta a tendéncia de sangramentos que
sera mais grave quanto maior for a inibicdo na sintese dos fatores de coagulacao no
figado (VAN SITTERT; TUINMAN, 1994).

ApoOs sua absorcdo, cada molécula de vitamina K pode ser utilizada apenas
uma vez de modo que seu fornecimento enddgeno é rapidamente esgotado. Séo
necessarias, entdo, doses bastante elevadas da vitamina K para assegurar a
carboxilacdo normal dos fatores de coagulacdo (CRACIUN et al., 1998). Os efeitos
de anticoagulantes de segunda geracdo podem persistir por mais de 2 anos devido a
sua longa meia-vida biolégica (VAN SITTERT; TUINMAN, 1994).

3.3.1 Brodifacoum

@) 3-[3’-(4’’-Bromobifenil-4”-il)-1’,2’,3’,4’-tetrahidro- 1’-naftil]- 4-
hidroxicumarina (brodifacoum) € um ingrediente comumente usado em raticidas e
possui uma dose letal (DLso), de 3 mg kg™ para ratos (MESMER; SATZGER, 1995).
Ele € formulado em iscas prontas de baixa concentracdo (20 a 50 mg/kg), tem
formula empirica C31H23BrO; e peso molecular 523,4. Uma Unica ingestao é
geralmente suficiente para matar (PELFRENE; KRIEGER; KRIEGER, 2001). A sua

estrutura encontra-se na Figura 2.
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Figura 2 - Estrutura do brodifacoum
Fonte: MURPHY e GUPTA (2007, p. 527)

Brodifacoum é um dos anticoagulantes mais recentes e o mais potente da
segunda geracdo de rodenticidas. Foi introduzido em 1977 por Sorex Ltd. de
Londres, e em seguida, desenvolvido pela Chemicals Incorporated (ICl), Divisdo de
Protecdo de Plantas Imperial. Ele tem sido comercializado em varios paises para o
controle de uma vasta gama de espécies de pragas de roedores. Esta disponivel em
pellets com 0,005% para o controle do rato de casa, em pellets com menos de
0,001% para o controle de roedores de campo, e em blocos de cera com 29 g para o
controle de rato de esgoto. E o Unico raticida anticoagulante encontrado capaz de
produzir 100% de mortalidade na maioria das espécies de roedores, apdés uma dose
Unica em 24 h (MURPHY; GUPTA, 2007).

Brodifacoum é um po6 esbranquicado para castanho claro, tem solubilidade
muito baixa em agua, é ligeiramente soluvel em alcoois e benzeno e é solavel em
acetona (PELFRENE; KRIEGER; KRIEGER, 2001). E muito estavel a temperatura
ambiente e ndo possui nenhuma perda apés 30 dias de exposicdo a luz solar direta
(MURPHY; GUPTA, 2007).

Brodifacoum é um composto organico com duas formas diasteroisbmeras.
Os carbonos 1’ e 3’ (Figura 3) sdo centros estereogénicos, portanto ha quatro
estereoisébmeros: Um par de enantidmeros onde as configuragées nos carbonos 1’ e
3’ sdo ambas R ou ambas S e o0s substituintes nessa posicdo no anel do
tetrahidronaftaleno (tetralina) sado trans em relacdo ao outro, e outro par de

enantidmeros onde a configurag&o nos carbonos 1’ e 3’ sdo R e S, ou vice e versa, e
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0s substituintes sdo cis em relacdo ao outro. Os estereoisdmeros trans e cis s&o
diastereoisdmeros e tem diferentes propriedades fisicas e quimicas. O brodifacoum
é sintetizado como uma mistura desses diastereoisémeros (CORT; ALPERIN; CHO,
2012). Testes de toxicidade em ratos feitos por VAN HEERDEN, BEZUIDENHOUDT,
e FERREIRA (1997) mostraram que 0s quatro isdmeros exibem valores de dose letal

mediana (LDso) semelhantes (Tabela 1).

Br

Figura 3 — Estrutura do brodifacoum com numeracdo dos atomos
Fonte: CORT, ALPERIN e CHO (2012, p. 179)

Tabela 1 — Valores de LDs, para os diastereoisémeros do brodifacoum

Isbmero do brodifacoum LDso (Mg L'l)
1R, 3R 05-08
Trans
1S, 3’'S 0,4-0,9
1S, 3R 0,4-0,9
Cis
1R, 3'S 05-08

Fonte: VAN HEERDEN, BEZUIDENHOUDT e FERREIRA (1997, p. 6050)



21

3.4 DETERMINACAO DO BRODIFACOUM EM ISCAS

3.4.1 Revisao dos Métodos

YUEN (1978) descreveu um método especifico para analises de iscas de
0,005% de brodifacoum e também difenacoum com menos de 10% de erro. O
método envolve 50 g, da amostra macerada, em 250 mL de uma mistura 50:1 de
metanol e acido férmico e uma etapa de limpeza por cromatografia em coluna de
Florisil - silica gel. A determinacao dos raticidas foi feita por cromatografia liquida de
fase reversa com detector de ultravioleta fixado em 254 nm. 1,3,5-trifenilbenzeno foi
usado como padrao interno e a fase mével foi composta por uma mistura 90:10:0,8
de metanol, 4gua e &cido acético glacial. Difenacoum e brodifacoum ndo puderam
ser determinados satisfatoriamente por cromatografia gasosa devido a pronunciada
degradacdo térmica deles na coluna cromatogréfica.

A principal desvantagem do método de YUEN (1978) € a complexa e
demorada extracdo e etapa de limpeza. Entdo, PEREZ (1982) desenvolveu um
meétodo para analise de rotina do brodifacoum em iscas com base de trigo. O método
envolve a extracdo do brodifacoum do trigo por soxhlet com metanol seguido de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de fase reversa com detector de
ultravioleta fixado em 260 nm. O método, que evita qualquer etapa de limpeza,
permitiu uma recuperacdo meédia de 98,8% para iscas contendo de 5 a 7 ppm de
brodifacoum.

No entanto, os métodos acima exigem uma quantidade muito grande de
amostra (50 g) e de solvente (250 mL) de modo que MESMER e SATZGER (1995)
descreveram um método simples para a determinacao de brodifacoum em iscas com
base de trigo envolvendo 50 mg de amostra sonicada em 2 mL de uma mistura de
2% v/v de acido formico em metanol por 15 min e analisada por CLAE com detector
de fluorescéncia com comprimentos de onda de excitacdo e emissao fixados em 210
nm e 396 nm respectivamente. O limite de deteccdo estimado foi de 4 pg de
brodifacoum, permitindo o uso da metodologia para quantidades tdo pequenas
quanto 2 mg de amostra. A recuperacdo foi de 86 e 99% para duas diferentes
marcas de raticida. A seletiva e sensitiva natureza do detector de fluorescéncia faz
com que seja possivel determinar o brodifacoum sem uma extensiva etapa de
limpeza e pré-concentracdo (MESMER; SATZGER, 1995).
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Recentemente, como os métodos analiticos até entdo ndo apresentavam
uma validacdo completa para todos o0s anticoagulantes que causavam
envenenamento, ARMENTANO et al. (2012) validaram e aplicaram um método para
a determinacdo simultanea de 8 raticidas anticoagulantes, incluindo o brodifacoum,
em iscas e também em figados de animais usando CLAE com detector de
fluorescéncia com comprimentos de onda de excitacdo e emissao fixados em 310
nm e 390 nm respectivamente. O método, com um minimo de mudangas, para 0
procedimento de extracdo usado foi previamente descrito por BROWN et al. (1996)
para amostras de tecidos do figado, e a separacdo cromatografica foi otimizada para
a deteccdo dos 8 raticidas anticoagulantes. Foi obtida uma linearidade (R?) de 0,992
e uma recuperacao de 109.1% para o brodifacoum considerando 18 experimentos.

Em razdo do aumento no nimero de amostras sendo enviadas para ensaios
toxicolégicos na lItalia, GALLOCCHIO et al. (2014) desenvolveram um método
qualitativo para identificar 11 raticidas anticoagulantes, entre eles o brodifacoum, por
CLAE com detector de arranjo de diodos, realizada nos comprimentos de onda 260,
265, 280, 286, 330 nm, e fluorescéncia apenas para o0s derivados da
hidroxicumarina fixados nos comprimentos de onda de excitacdo e emissédo de 263
nm e 398 nm respectivamente. Para isso, no periodo de 2012-2013 561 amostras
suspeitas diferentes, variando de iscas, figados e conteudos estomacais, foram
coletadas do Istituto Zooprofilattico Sperimentale dele Venezie (Laboratério de
referéncia oficial para as regides do nordeste da Italia) para andlise dos raticidas
anticoagulantes.

O procedimento de extracdo foi baseado na modificagdo do método descrito
por BERNY, BURONFOSSE e LORGUE (1995) para figado e plasma e envolve 2 g
de amostra (isca, figado e conteldo estomacal) extraidos 2 vezes com 5 mL de
acetona por banho de ultrassom. Das 561 amostras suspeitas 79 deram positivo
para a contaminacgao (14%), desses, 54.6% (42 amostras) eram iscas. Bromadiolona
e brodifacoum foram os compostos mais frequentemente encontrados com uma
porcentagem de 76,7% (59 amostras).

O uso combinado do DAD e fluorescéncia permite a criacdo de um método
que faz com que seja possivel detectar simultaneamente diferentes tipos de raticidas
anticoagulantes com estruturas quimicas diferentes, ao contrario do método
proposto por ARMENTANO et al. (2012). O fato de que os raticidas anticoagulantes

nao ocorrem naturalmente em organismos de mamiferos, ou outra biota, garante o
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desenvolvimento de um método mais qualitativo do que quantitativo que continua a
ser eficaz e apto para o efeito (GALLOCCHIO et al., 2014).

Em virtude dessas pesquisas recentes estudarem a determinacéo
simultdnea de varios compostos em diferentes matrizes além da isca, as etapas de
limpeza voltam a ser usadas e as metodologias se tornam mais extensas e
complexas, o que exige mais tempo e estudos. Como os raticidas com acéo
anticoagulante séo formulados contendo apenas um tipo de ingrediente ativo e o
foco deste trabalho é a extracdo e determinacdo apenas do brodifacoum em pellets
com 0,005% do anticoagulante, a etapa de limpeza e uso de maiores quantidades
de amostra e solvente, necessarios para determinar diferentes raticidas tanto em
iscas como em amostras chamadas bioldgicas (sangue, Orgdos, etc.), ndo sao

necessarios.
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4 METODOLOGIA

4.1 PREPARACAO E EXTRACAO

O procedimento de extracdo foi baseado no método de Mesmes e Satzger
(1995). Pellets de raticidas comerciais, das marcas X (de cor rosa), Y (de cor
amarela) e Z (de cor azul), contendo 50 pg.g™ (0,005%) de brodifacoum cada uma
(de acordo com o rotulo do produto), foram macerados usando gral e pistilo.
Aproximadamente 50 mg de cada amostra macerada foram misturadas com 2 mL do
solvente extrator (composto por 2% v/v de acido metanoico P.A em metanol grau
HPLC). A mistura foi sonicada por 15 minutos em banho de ultrassom e foi entéo
centrifugada por 3 minutos a 2400 rpm. Uma aliguota de 1 mL de cada
sobrenadante foi separada e levada ao laboratério de ciéncias quimicas e biologicas
do Instituto Médico-Legal (IML) de Curitiba para analise por CLAE-DAD. Essa
metodologia foi realizada em 5 replicatas de cada amostra.

No laboratério do IML foi seguida uma metodologia ja usada no instituto que
consiste na evaporacao da solugcdo em banho-maria até secura e sua reconstituicdo
com 0,1 mL da fase movel (63% acetonitrila e 37% tampao fosfato, pH 2,3) usando-

se um insert.

4.2 ANALISE POR CLAE

Foi usada a cromatografia liqguida de alta eficiéncia em fase reversa com
detector de arranjo de diodos (DAD) (Merck Hitashi, modelo LaChrom, detectores:
arranjo de diodos e fluorescéncia). As condi¢cbes cromatograficas foram as ja
empregadas no IML para a determinagdo do brodifacoum puro ou extraido de
amostras de sangue e 0rgdos. Foram injetados 35 puL da solucédo de cada amostra
em uma coluna LiChrospher 100 RP-8e (Fase reversa C8 encapada). Esta possui
dimensdes de 250 x 4,0 mm, tamanho de particula de 5 um. A fase movel, consistida
de 63% acetonitrila e 37% tampéao fosfato (pH 2,3), foi eluida isocraticamente em

uma vazdo de 1 mL min’ e temperatura de 30 °C. O intervalo utilizado para
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varredura com o DAD foi de 190 a 400 nm. O comprimento de onda escolhido para

0s cromatogramas foi de 267 nm.

4.3 PADRAO

Foi preparada uma solucéo padrdo estoque na concentracdo de 1000 mg L™
do Brodifacoum (Padrdo da Riedel de Haén, 97,2% puro) dissolvendo 10 mg do po
em 10 mL de acetonitrila grau HPLC. Solucdes padrdes de trabalho inicialmente nas
concentracdes de 0,5; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 mg L™, para a curva de calibracéo,

foram preparadas pela diluicdo da solucdo estoque na fase mével.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONCENTRACAO TEORICA DO BRODIFACOUM

Para os calculos foi considerada a propor¢do de brodifacoum por massa de
pellet dada pelo rétulo dos produtos que é de 50 pg.g™, devido a dificuldade de
conseguir um padrdo externo com a mesma composicdo (matriz) do raticida
comercial, considerando que esta composicdo ndo € dada a conhecer pelo
consumidor.

Uma vez conhecida essa propor¢do € possivel saber quanto do composto de
interesse seria injetado no cromatografo, assim como sua concentracdo, se
houvesse 100% de recuperacdo apdés a extracdo. Para isso foram pesadas as
massas de pellet que se encontram na Tabela 2 para as marcas X, Y e Z. A partir
das massas pesadas calculou-se a quantidade final do composto brodifacoum que

estaria presente nos 35 L injetados e sua relativa concentracéo final.

Tabela 2 - Massas pesadas dos pellets (Massa P), massas teoricas injetadas de brodifacoum
(Massa B) e concentracdo final tedrica de brodifacoum (Concentracdo B) para X,Ye Z

Amostra Massa P / mg Massa B / ug Concentracdo B /mg L™
X Y A X Y Z X Y Z

1 51,1 51,3 49,6 0,447 0,449 0,434 12,8 12,8 12,4

2 50,5 51,1 49,4 0,442 0,447 0,432 12,6 12,8 12,4

3 50,8 50,7 51,0 0,445 0,444 0,446 12,7 12,7 12,8

4 49,8 51,0 51,0 0,436 0,446 0,446 12,5 12,8 12,8

5 51,1 49,4 50,5 0,447 0,432 0,442 12,8 12,4 12,6

Média* 50,7+ 50,7+ 50,3+ |0,443+ 0444+ 0440%| 12,7% 12,7 + 12,6 +

0,5 0,8 0,8 0,005 0,007 0,007 0,1 0,2 0,2

*Massa P £ 0, massa B + o, concentracdo Bt o

A massa dos pellets e os dados calculados e dispostos acima serao Uteis na
confeccdo da curva de calibracdo. A concentracdo calculada sera considerada como
ponto intermediario da curva, considerando que este valor se refere a soma dos dois

isbmeros.
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5.2 DETECCAO

Na Figura 4 encontra-se o grafico 3D para o padrdo do brodifacoum na
concentracdo de 10 mg L™. Percebe-se que houve a separacdo dos isbmeros cujos
perfis ja podem ser visualizados. O primeiro foi chamado de isbmero 1 e o segundo
de isdbmero 2 pois ndo se pode dizer com certeza qual € o isbmero cis e qual é o

trans.
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Figura 4 — Gréafico 3D do padréo de brodifacoum (10 mg L™ obtido por DAD com varredura
entre 190 a 400 nm

Na figura 5 esta apresentado o cromatograma do padrdo no comprimento de
onda de 266 nm. Os tempos de retencao (tg) foram de 20,773 min para o isbmero 1

e 20,080 min para o isdmero 2.
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Figura 5 - Cromatograma da injecao de 35 uL do padrao por DAD no comprimento de onda de
266 nm.
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E o espectro de absorcdo do isbmero 1 que possui 0 mesmo perfil que o

isdmero 2 encontra-se na Figura 6.

30 1

Amplitude / mAU

or

200 225 250 275 300 325 350 375
Comprimento de onda / nm

Figura 6 - Espectro de absorc¢ao (tr = 20,7 min) para o isdmero 1 obtido por DAD com varredura
entre 190 a 400 nm

Os gréficos 3D para os extratos das marcas X, Y e Z (32 amostra de cada)
encontram-se na Figura 7.

Nos graficos 3D e nos cromatogramas (Figura 8) visualizam-se os dois
isbmeros do brodifacoum assim como foi observado no padrdo. Percebe-se também
gue ha diferencas na matriz dos pellets de uma marca para outra e notam-se
diferencas nas amplitudes dos isbmeros. Essas diferencas sédo confirmadas através
da Tabela 3 que contém as areas de cada pico mostrando que as propor¢des dos

isbmeros para cada marca séo bem diferentes.
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Figura 7 - Gréficos 3D dos extratos das marcas X, Y e Z obtidos por DAD com varredura entre
190 a 400 nm

Tabela 3 — Areas dos picos para a terceira amostra de cada marca

Area / mAU
Marca
Isbmero 1 Isbmero 2
X 1354,326 886,728
Y 1789,394 1741,95
Z 1119,781 1910,782
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Figura 8 - Cromatogramas da injecdo de 35 pL dos extratos das marca X, Y e Z por DAD no
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Os tempos de retencéo foram 20,68 min para o isdmero 1 e 22,04 min para

o isbmero 2.
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Na Figura 9 é possivel visualizar os espectros de absorcdo dos isébmeros 1 e
2 da marca X com um perfil similar ao do padrdo e percebe-se que nao ha
diferengas visiveis nos perfis dos dois isbmeros como dito anteriormente. Os
espectros das outras duas marcas sao semelhantes ao da Figura 9 e diferem
apenas na amplitude. Essa forma caracteristica ja pode ser visualizada inclusive na

Figura 7 através dos graficos 3D.

40
Isomero 1

=
o
£
= 20t ;
o
s
3
3
<<

O L

200 225 250 275 300 325 350 375
Comprimento de onda / nm
30} . ;
Isomero 2

2
& 20
E.
o
=
3 10}
3
e

0 L

200 225 250 275 300 325 350 375

Comprimento de onda / nm

Figura 9 - Espectros de absorcgéo para o isdmero 1 (tg = 20,68 min) e isémero 2 (tgr = 22,04 min)
da marca X obtido por DAD com varredura entre 190 a 400 nm

A analise por CLAE-DAD proveu picos cromatograficos com boas formas e
um tempo de retencdo menor que 30 min. Nao foi notado nenhum pico de
interferéncia proximo ao tg dos analitos nas matrizes investigadas. Apesar da baixa
concentracdo do principio ativo nos pellets e toda sua complexa matriz foi possivel
obter cromatogramas limpos mesmo com uma preparacdo de amostra simples e

sem etapa de limpeza anterior a injecdo da amostra.
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5.3 CURVA DE CALIBRACAO

Visto que houve a separacao dos dois isbmeros, foram feitas duas curvas de

calibracdo em triplicata considerando suas respectivas porcentagens (Figuras 10 e

11). De acordo com o fabricante o padrdo de brodifacoum utilizado € uma mistura
contendo 51,64% do isomero 1 e 48,36% do isbmero 2. Considerando isso e a

pureza de 97,2% do padréo de brodifacoum, as concentracdes consideradas para a

curva de calibracéo foram as apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Concentragbes dos isbmeros para confec¢do das curvas de calibragéo

isbmero 1

isbmero 2

Concentracdo / mg L™

0,251 1,255 2,510 5,019 7,529 10,039
0,235 1,175 2,350 4,701 7,051 9,401
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2500,000

ico (mAU)

‘. 2000,000

1500,000

Areadop

1000,000
500,000

0,000
0,0

y =412,46x - 145,23
R?=0,9901

DPa =10,396

-500,000

2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000

Concentragio de brodifacoum (mg L)

Figura 10 — Curva de calibracdo do isébmero 1
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Figura 11 — Curva de calibracao do isémero 2

Os coeficientes de correlacdo linear (R?) para as curvas de calibracdo dos
isdmeros 1 e 2 foram 0,9901 e 0,9902 respectivamente.

A estimativa do limite de deteccdo (LD) foi de 0,077 mg L™ e do limite de
quantificacéo (LQ) foi de 0,238 mg L™ de brodifacoum considerando um isémero e a
estimativa do LD foi de 0,153 mg L™ e LQ foi de 0,510 mg L™ considerando os dois
isbmeros. O LD foi calculado com base na relacdo de 3 vezes o ruido da linha de
base e foi determinado pela Equacéo 1 e o LQ foi estabelecido com base na relacao

de 10 vezes o sinal do ruido e foi expresso pela Equacao 2.

DPax3

LD = T Equacéo 1
DPax10

LQ &S T Equacéo 2

Sendo Dpa o desvio padrdao do intercepto com o eixo y calculado em

triplicata e IC a inclinagéo da curva de calibracéo.
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5.4 DETERMINACAO DO BRODIFACOUM

Dispondo das curvas de calibracdo e suas correspondentes equacdes
(Equacéo 3 e 4), péde-se calcular a concentracédo de brodifacoum que foi detectada
e assim conhecer a porcentagem de recuperacao para cada marca. A Equacao 3 € a
equacdao da reta para o isbmero 1 e a Equacado 4 apresenta a equacao da reta para

0 isbmero 2.

y =412,46x — 145,23 Equacéo 3

y=411,65x — 131,71 Equacéo 4

Através dessas equacOes foram calculadas as concentracdes finais de
brodifacoum somando-se os dois resultados e também a porcentagem de cada

isdmero encontrada nas marcas X, Y e Z (Tabela 5).

Tabela 5 — Concentragéo detectada do brodifacoum e porcentagens dos isdmeros 1 e 2 para as
amostras X,YeZ

Concentracéo detectada / mg L™ Proporc¢éo (%)
Marca Total Isbmero 1 Isbmero 2 Isbmero 1 Isbmero 2
X 6,4+04 3,9%£0,2 26+0,3 604 40+ 4
Y 7,7+£1,0 3,9+0,7 3,8+0,7 51+11 49+ 11
Z 78+04 3,1+0,4 48+0,2 39+3 61+3

Os resultados de concentracdo detectada da Tabela acima, podem ser
comparados aos valores tedricos apresentados na Tabela 2 e, de antemao, observar
uma recuperagédo bem abaixo de 100%. Dados como as porcentagens dos isdmeros
1 e 2 em cada amostra poderiam ser Uteis na determinacdo da marca utilizada do
raticida, bem como o aspecto de cada grafico que poderia num estudo mais
abrangente servir como diferencial na identificacao.

Na Tabela 6 estdo apresentadas as massas encontradas de brodifacoum por
grama de pellet e a partir da concentracdo referida na embalagem de cada marca

(50 pg g*) foram calculadas as porcentagens de recuperacao.
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Tabela 6 — Recuperacdo do brodifacoum de raticidas comerciais contendo 50 pg g™

Quantidade Recuperacéao
Raticida encontrada
1 (%)
(Mg g)
Marca X
Amostra 1 27 55
Amostra 2 26 52
Amostra 3 24 48
Amostra 4 23 45
Amostra 5 27 54
Média* 25+ 2 51+4
Marca Y
Amostra 1 25 50
Amostra 2 33 65
Amostra 3 36 73
Amostra 4 33 67
Amostra 5 24 48
Média* 30+5 61+11
Marca Z
Amostra 1 32 65
Amostra 2 32 65
Amostra 3 31 63
Amostra 4 32 64
Amostra 5 28 56
Média* 31+1 62+4

* Quantidade encontrada + o

Observa-se que houve uma menor recuperacdo do composto na marca X
(51 %) e uma maior incerteza nos valores da marca Y devido a uma maior variacao
nas areas dos picos entre 0s 5 experimentos. As porcentagens de recuperacao do
cumarinico foram abaixo do relatado na literatura por PEREZ (1982), MESMER e
SATZGER (1995) e ARMENTANO et al. (2012). Isso pode ser devido ao fato de nao
ter sido utilizado a acetona como solvente de extracdo na qual o brodifacoum tem
alta solubilidade, em vez disso foi utilizado um &lcool onde o composto apresenta
solubilidade moderada.

Optou-se mesmo assim pela ndo utilizacdo da acetona. Segundo CORT,
ALPERIN e CHO (2012) a acetona degrada o brodifacoum, principalmente o isémero
trans, se a analise nao for feita rapidamente o que nao podia ser garantido ja que as
analises dependiam da disponibilidade do equipamento no IML o que levava dias ou
semanas. Além disso, esse solvente dissolve muitos compostos, 0 que deixa os
graficos poluidos, principalmente em matrizes como a dos pellets. Mesmo assim,
alguns testes foram feitos utilizando-se o0 mesmo método com a acetona e 0s

resultados mostraram-se negativos.
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Todavia, MESMER e SATZGER (1995) obtiveram recuperacdes altas
mesmo ndo utilizando acetona. Isso pode ser explicado por diferencas na
metodologia, como a etapa de evaporacéo da solucdo contendo o brodifacoum para
posterior reconstituicdo na fase mdvel, etapa essa que nao existe no método acima
citado. Contudo, para se fazer o mesmo nesse trabalho precisaria utilizar outra fase
movel 0 que ndo compensa para a rotina do IML. Além disso, as recuperacdes
conseguidas sdo porcentagens consideraveis na deteccdo de cumarinicos em
amostras complexas como as comerciais.

Nota-se que cada marca apresentou uma diferente mistura dos isémeros,
confirmando o que foi visto nos graficos e areas. Mais estudos poderiam indicar
melhor se essa propor¢cao é uma caracteristica de todos os lotes e se ela se mantém
sem muita variagdo, podendo assim relacionar essas porcentagens as marcas com
essa caracteristica. Isso e outras informacdes espectrais sobre a matriz do pellet
podem ser algo a ser usado para saber a origem usada para contaminar um
alimento ou bebida, como mencionado anteriormente.

O método proposto nesse trabalho possibilita a utilizacdo de 2 mg do pellet
em analises com fins qualitativos e 5 mg em andlises com fins guantitativos,
considerando-se as porcentagens de recuperacdo deste trabalho. Esse célculo foi
feito com base no LD e LQ. Se considerar as concentragdes limites como a
concentracgdo final pode-se retroceder os céalculos que foram feitos para se calcular a
concentracéo final de brodifacoum na Tabela 2. Porém, em vez de considerar 100%
de recuperacao foi utilizada a menor porcentagem de recuperacéo obtida (45%). Os

valores encontrados foram 1,3 e 4,4 mg que foram arredondados para 2 e 5 mg.
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6 CONCLUSAO

Através da metodologia proposta neste trabalho péde-se realizar a extragédo
do brodifacoum dos pellets comerciais, o que foi evidenciado apés sua detecgéo por
CLAE-DAD. Foi possivel a determinacdo do cumarinico com uma porcentagem de
recuperacdo em torno de 60% utilizando-se de uma metodologia envolvendo baixa
guantidade de amostra (abaixo de 10 mg) e de reagentes (2 mL). O procedimento
mostrou-se passivel de ser utilizado pelo laboratério do Instituto de Criminalistica do
Parand em suas analises rotineiras envolvendo amostras de pellets ou residuos
provindos de bebidas, como cha e café, suspeitas de conter brodifacoum,

principalmente em razao do maior interesse qualitativo da analise.
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