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O glifosato [N-(fosfonometil)glicina] é o agrotdéxico mais utilizado na agricultura mundial no
controle de plantas daninhas. Altas quantidades desse herbicida e seu principal metabdlito, o
acido aminometilfosfénico (AMPA), vem sendo encontrados em agua devido ao uso intensivo.
A portaria do Ministério da Saude n°® 2914 estabelece o valor maximo permitido para a soma
de glifosato e AMPA em 0,5 mg Lt. O método amplamente utilizado para a determinacéo
desses compostos € a HPLC sendo imprescindivel uma etapa de derivatizacdo para a
deteccdo por fluorescéncia. Assim, este trabalho teve como objetivo desenvolver métodos
simples e rapidos para a determinacao direta de glifosato e AMPA em agua para consumo
humano, sem etapa de tratamento de amostra ou derivatizacdo, empregando a cromatografia
ibnica capilar (CIC) e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série
(LC-MS/MS). O método por cromatografia ibnica capilar empregou coluna capilar lonPac
AS19 (250 x 0,4 mm; 7,5 um), gradiente de eluigdo com gerador de KOH e detector de
condutividade. Para LC-MS/MS utilizou-se coluna Pursuit XRs C18 (150 x 2 mm d.i.; 5 um),
solucdo aquosa de hidroxido de amonio 0,01% (v/v) como fase movel e detector triplo
quadrupolo (TQ) operando no modo de monitoramento de reagfes selecionadas (SRM). A
validagdo dos métodos foi realizada através de ensaios de recuperacéo, avaliando exatidao,
precisdo, linearidade, limites de deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ). As curvas analiticas
para glifosato e AMPA obtidas para os niveis 25; 50; 100; 250 e 500 pg L*por CIC e LC-
MS/MS apresentaram coeficiente de determinacéo (r?) >0,99 para ambos os compostos. Para
as fortificacdes nos niveis de 25, 50, 250 e 500 pg L* os compostos apresentaram
recuperacdes de 70 a 113%, com RSD <10% por CIC e recuperacdes foram de 79 a 105%,
com RSD <14% por LC-MS/MS. Os limites de detec¢do do método para AMPA e glifosato foi

8 ug L' e o de quantificacéo foi de 25 pg L, em ambas as técnicas cromatogréficas. Ambos



0s métodos apresentaram boa seletividade e sensibilidade. A determinagdo, através da
injecao direta da amostra, de glifosato e AMPA utilizando cromatografia idnica capilar ou LC-
MS/MS demonstrou ser uma ferramenta eficiente, simples e economicamente viavel para
andlise, permitindo o monitoramento em niveis abaixo do valor maximo permitido em agua

potavel.

Palavras-chave: Agrotoxicos, agua, glifosato, AMPA, LC-MS/MS e CIC.
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Glyphosate [N-(phosphonomethyl) glycine] is the most widely used pesticide in the world for
controlling weeds in agriculture. High amounts of this herbicide and its major metabolite,
aminomethylphosphonic acid (AMPA), have been found in water due to intensive use. The
Ministry of Health 2914 establishes a maximum value allowed for the sum of glyphosate and
AMPA at 0.5 mg L. The most comum method to determine these compounds requires a
derivatization step for fluorescence detection. Thus, this study aimed to develop two simple
and rapid methods for the direct determination of glyphosate and AMPA in water without
treatment or sample derivatization steps, by capillary ion chromatography (Capillary IC) and
liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The Capillary IC method
employed a capillary lonPac AS19 column (250 x 0.4 mm, 7.5 um), a gradient elution with
KOH a conductivity detector. The LC-MS/MS method used a Pursuit XRS C18 column (150 x
2 mm ID, 5 um), an agueous solution of ammonium hydroxide 0.01% (v/v) as mobile phase
and a triple-quadrupole MS detector, operating in a selected reaction monitoring (SRM) mode.
The method validation was performed by recovery experiments, evaluating accuracy,
precision, linearity, limits of detection (LOD) and of quantification (LOQ). The analytical curves
for glyphosate and AMPA obtained for the concentration levels 25, 50, 100, 250 and 500 ug
L by Capillary IC and LC-MS/MS showed r? >0.99 for both compounds. For spiked levels of
25, 50, 250 and 500 ug L* recoveries were between 70 -113%, with RSD <10% for Capillary
IC and 79-105%, with RSD <14% for LC-MS/MS. The method limits of detection for both
glyphosate and AMPA was 8 pg L' and of quantification was 25 pg L%, in both
chromatographic techniques. Both methods showed good selectivity and sensitivity.

Determination by direct injection of the sample, using capillary IC or LC-MS/MS proved to be



efficient, simple and cost-effective tools for analysis, making it possible to monitor at levels

below the maximum allowed limits for drinking water.

Keywords: Pesticides, water, glyphosate. AMPA, LC-MS/MS, Capillary IC.
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1. INTRODUCAO

As projecdes do MAPA mostram um cenario promissor e crescente do setor
agropecuario e florestal no periodo 2012/13 — 2022/23, o que poderd abastecer
anualmente um total de 200 milh6es de brasileiros e gerar excedentes exportaveis
para cerca de 200 paises conforme o potencial das atividades produtivas présperas e
rentaveis. Como consequéncia teremos um mercado agricola e pecuario interno forte
e uma balanca comercial gerando mais de 100 bilh6es de ddlares a cada ano e
ocupando um posicionamento internacional como um dos principais fornecedores de
alimentos e matérias primas para o mundo.

Os parametros que fazem do pais uma poténcia no agronegoécio sao a grande
disponibilidade de area para a producédo de graos, carnes, plantacdes de florestas
comercias, a grande disponibilidade de agua doce, clima favoravel na maioria das
regides e avancos tecnoldgicos. Esses fatores associados dao sustentacdo para o
desenvolvimento das cadeias produtivas. Nesse contexto, o Brasil acaba tornando-se
dependente do agronegdcio, com especial atencéo a producéo e ao desenvolvimento
da agricultura de graos, principalmente a soja, e a sua alta produtividade movimenta
um outro grande mercado destinado ao emprego de agrotoxicos.

Dentre os agrotoxicos aplicados na agricultura do pais e do mundo, o herbicida
glifosato se destaca, sendo o mais utilizado mundialmente pela sua eficiéncia e amplo
espectro de aplicacdo no combate as plantas daninhas. Embora tenha vantagens na
utilizacdo do glifosato, aplicando-o no preparo do solo e como pds emergente das
plantas daninhas, esse composto ndo pode ter aplicacdo apds o aparecimento das
plantas das culturas de interesse econdémico pois pelo fato do glifosato ser um
herbicida ndo seletivo consequentemente ele tera acao contra a préopria cultura. No
caso da soja transgénica, a modificacdo genética das sementes confere a cultura uma
resisténcia a esse herbicida.

Com essa maneira, baixa-se o custo de producdo cultura geneticamente
modificada mas aumenta a utilizacdo de maiores quantidades desse herbicida.
Embora os dados toxicolégicos sobre o glifosato sejam seguros para a seguranca
alimentar, existe uma grande preocupacdo com 0 monitoramento e controle dos

residuos de glifosato e do seu produto de degradacdo o AMPA.
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A grande dificuldade no monitoramento desses residuos é a falta de
metodologias analiticas confiaveis, rdpidas, simples e de baixo custo, pois esses dois
compostos sdo geralmente determinados por cromatografia de troca idbnica com
deteccéo por fluorescéncia e uma etapa exaustiva e complexa de preparo de amostra.

E de fundamental importancia o desenvolvimento de metodologias analiticas
capazes de monitorar e quantificar essas substancias com eficiéncia, rapidez e
economicamente viaveis, pois a demanda por analises de residuos de glifosato e
AMPA aumentam proporcionalmente com o grande avan¢o na agropecuaria. Outro
fator importante é a necessidade de se controlar e monitorar esses compostos no meio
ambiente, pois devido as suas caracteristicas peculiares, seus residuos acabam
chegando aos corpos hidricos e influenciando na qualidade da 4gua destinada para o
consumo humano.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método analitico
rapido, simples, confiavel e economicamente viavel para a determinacao de residuos
de glifosato e AMPA em agua para consumo humano, utilizando injecao direta da
amostra no sistema de cromatografia idnica capilar (CIC) e cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em série (LC-MS/MS), e aplica-lo em amostras

reais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O HERBICIDA GLIFOSATO E SEU PRINCIPAL PRODUTO DE DEGRAQAO
2.1.1. Herbicidas e plantas daninhas

Os herbicidas sdo produtos fitossanitarios utilizados para prevenir o
aparecimento, reduzir ou destruir plantas daninhas, sejam essas aquaticas ou
terrestres (SANTOS et al., 2013).

As plantas daninhas surgiram com a agricultura através de um processo
evolutivo, acumulando caracteristicas as quais permitem sua coexisténcia em culturas
ou ocupando nichos ecoldgicos nao explorados pela planta cultivada. Devido a esse
processo evolutivo as plantas daninhas adquiriram caracteristicas biologicas de
grande agressividade, principalmente relacionadas com alta capacidade competitiva
por agua, luz e nutrientes (GALLI e MONTEZUMA, 2005).

O controle das plantas daninhas torna-se importante em fungéo dos prejuizos
gue causam e conforme a demanda sempre crescente, de alimentos, fibras e energia
por parte da populacdo que aumenta continuamente (AMARANTE JUNIOR et al.,
2002a). Em relacdo a métodos de controle como técnicas culturais, diferentes formas
de controle fisico ou mecanico, o uso de herbicidas apresenta inUmeras vantagens
devido ao seu modo de acdo (SANTOS et al., 2013).

Os herbicidas, principalmente o glifosato, que representa 60% do mercado
mundial dessa classe segundo AMARANTE JUNIOR e colaboradores (2002b),
tornaram-se essenciais nao so para o controle de plantas daninhas mas também para
o desenvolvimento e estabilidade do agronegdcio e para a economia do pais.

O glifosato € um herbicida que vem sendo utilizado intensamente desde 1971,
guando a formulacdo Round-up® (patente da empresa Monsanto) iniciou a sua
comercializacdo (AMARANTE JUNIOR et al., 2002b).

Segundo a ANVISA (2014), denominamos o ingrediente ativo ou nome comum
como glifosato e/ou pelo nome quimico N-(fosfonometil)glicina, cuja férmula bruta
identificamos como CsHsNOsP. Possui como seu principal produto de degradagéo o
acido aminometilfosfénico (AMPA). Classifica-se como agrotéxico organofosforado
pois apresenta em sua estrutura atomos de carbono e fésforo geralmente derivados
dos A&cidos fosforicos e tiofosforicos (SANCHES, 2003). E um herbicida pos-

emergente, pertencente ao grupo quimico das glicinas substituidas, classificado como
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nao-seletivo e de acdo sistémica, apresentando um largo espectro de acao (GALLI e
MONTEZUMA, 2005).

As formas de comercializagdo do glifosato no Brasil sdo na forma de sal de
potassio, sal de aménio e o sal de isopropilamina, sendo esse Ultimo empregado na
maioria das formula¢ées (NETO, 2009).

2.1.2. Aplicagéo do glifosato

O uso agricola, domissanitario e ndo agricola, bem como o modo de emprego
dos herbicidas devem seguir as normas da ANVISA (2014), onde define-se critérios
como modo de aplicacdo, limites méaximos de residuos (LMR) e intervalos de
seguranca para cada cultura onde esse intervalo pode chegar até 30 dias para
algumas culturas. A importancia de uma correta aplicacao para o desenvolvimento e
producédo dessas culturas se da justamente por esse herbicida ter acdo nao-seletiva,
com uma elevada eficiéncia, se aplicado incorretamente podendo ocasionar
fitotoxicidade ou morte das plantas de interesse econdmico (GALLI e MONTEZUMA,
2005).

O glifosato tem seu uso néo agricola em aplicagbes como em margens de
rodovias e ferrovias, areas sob a rede de transmissao elétrica, patios industriais,
oleodutos e aceiros

As principais aplicacbes desse herbicida em uso agricola sdo em pos-
emergéncia das plantas infestantes nas culturas de algodao, ameixa, arroz, banana,
cacau, café, cana-de-acucar, citros, coco, feijdo, fumo, macd, mamao, milho,
nectarina, pastagem, péra, péssego, seringueira, soja, trigo e uva. Como maturador
de cana-de-acucar e eliminacdo da soqueira no cultivo de arroz e cana-de-acucar.
Emprega-se também como dessecante nas culturas de aveia preta, azevém e soja.

Conforme o cenério promissor e crescente do setor agropecuario no Brasil, o
gue aumenta a demanda pela aplicacdo desse herbicida, principalmente o setor do
agronegocio com especial atencéo a agricultura de graos, e ao desenvolvimento das
culturas transgénicas, como a soja, outro promissor setor que vem se destacando € o
setor florestal o qual ganha o destaque no agronegécio néo sé brasileiro mas mundial
da cultura de florestas plantadas, contribuindo com a demanda pela aplicacdo de
glifosato como pds-emergente das plantas infestantes em florestas de eucalipto e

pinus e também no controle da rebrota do eucalipto.
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Com o crescimento de ambos 0s setores e juntamente com a ampliacdo das
areas para a producao de graos, carnes e plantacdes de florestas comerciais, torna-
se necessario o desenvolvimento tecnoldgico e otimizagdo de mao-de-obra para suprir
a demanda da aplicacdo desse herbicida, com isso o0 uso da aviagdo esta em
expansao, pois a pulverizacdo aérea de agrotoxicos maximiza as aplicacdes desses
produtos aumentando assim a eficiéncia do tratamento fitossanitario possibilitando
uma uniformidade de distribuicdo desses ingredientes ativos sobre a superficie-alvo.

SCHORODER e colaboradores (2011) avaliaram o efeito da aplicagdo aérea
de glifosato com diferentes equipamentos e volumes de calda sobre plantas daninhas
de arroz e verificou que o controle das plantas daninhas Cyperus sp., Fimbrystilis sp.,
Paspalum dilatatum e Paspalum modestum pelo herbicida foi igualmente eficaz, com
pulverizagdes por via aérea, tanto com bicos leque de impacto e volumes de calda de
20 e 30 L ha, quanto com atomizadores rotativos de disco e volumes de calda de 10
e 15 L ha™.

RICORDI e colaboradores (2007), cita em seu trabalho que a aplicacdo aérea
de glifosato como maturador pode afetar o desenvolvimento de areas vizinhas devido
ao efeito deriva, tanto em canaviais em formacdo como nas demais culturas. Esse
efeito € um dos principais motivos de perdas de agrotoxicos e consequentemente
contaminacao ambiental durante a pulverizacéo agricola aérea onde parte do produto
pulverizado ndo atinge o alvo durante a aplicacao e é carregado pela acdo do vento
para fora da area-alvo (SALVADOR, 2011).

Outra consequéncia bastante discutida sobre a aplicacéo aérea de glifosato é
sobre o Plano Colémbia criado pelo governo dos Estados Unidos em 2000 com o
propdsito ajudar oficialmente, tanto financeiramente quanto militarmente, o governo
colombiano no combate a producéo e o trafico de drogas na Colémbia.

Com o apoio norte-americano o governo colombiano implementou uma
politica para a fumigacdo aérea de glifosato atingindo principalmente parques
naturais, areas protegidas por sua biodiversidade, afirmando ter evidéncias de que
existe cultivos ilicitos dentro dessas zonas (FERRER, 2004).

A aplicacdo aérea desse poderoso herbicida, sendo no uso agricola,
domissanitario ou ndo agricola pode gerar riscos ndo s6 ao meio ambiente mas
também para as comunidades proximas as areas de aplicacdo sendo necessario

esforcos na avaliacdo dos perigos que essa pratica representa.
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2.1.3. Propriedades fisico-quimicas do glifosato e seu produto de degradacéo

A Figura 1 apresenta as estruturas do glifosato e seu principal produto de
degradacao o acido aminometilfosfonico (AMPA). Ambos séo substancias hidrofilicas
altamente solliveis em agua (11.600 mg L para o glifosato e 14.665 mg L para o
AMPA, a 20 °C) (IUPAC, 2014) e praticamente insoluveis em solventes organicos,
como acetona e etanol (AMARANTE JUNIOR et al., 2002b).

O O 0O
I H I
HO—Fl’\/N o HO—T\/NHZ
OH OH
Glifosato AMPA

Figura 1. Estruturas dos compostos em estudo.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do glifosato. Adaptado de RIBEIRO, (2011);
MARQUES (2008), IUPAC 2013.

Propriedades Caracteristicas
Aparéncia em condi¢cdes ambientais Sdlido branco
Nomenclatura IUPAC N-(fosfonometil)-glicina
Massa molecular 169,1 g mol*
Solubilidade em agua 11.600 mg L*
Solubilidade em solventes organicos Insoltvel
Ponto de fusédo 189,5 °C
Coeficiente de particdo em octanol-agua
(log Kow) 3.2
Constante de Henry (25 °C) 2,1 X107 Pa m®* mol?

Categoria ibnica Anfétero
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Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas do AMPA. Adaptado de IUPAC 2013.

Propriedades Caracteristicas
Aparéncia em condi¢gdes ambientais Solido branco
Nomenclatura [IUPAC acido aminometilfosfénico
Massa molecular 111,0 g mol*?
Solubilidade em agua 14.665 mg L*
Solubilidade em solventes organicos Insolavel
Coeficiente de particdo em octanol-agua
(10g Kow) 1,63
Constante de Henry (25 °C) 0,16 Pa m® mol?
Categoria ibnica Anfétero

Conforme AMARANTES JUNIOR e colaboradores (2002b), o glifosato
apresenta boa estabilidade em presenca de luz, mesmo sob temperaturas superiores
a 60 °C. Esta molécula apresenta quatro constantes de dissociacdo acida (Ka) as
guais indicam o grau de dissociacdo desse herbicida em funcéo do pH: pK1=0,8; pKz=

2,16; pKs=5,46 e pKs= 10,14; conforme Figura 2.

o H o o} H o}
Ho—|F1 NH \)k P ) |F1 NH \)J\ +  H
|\/ OH 0.8 |\/ OH
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0 H o) 0 H o)
o ||3| NH \)J\ =L d—|F|> NH \)J\ poH
> OH 216 | o
OH OH
o) H 0
LT L ;
o—FP Nh\)k S O M 7
>~ ) 5,46 | o
OH o)
0 H o) 0 o)
o |u NH \)J\ P 5 ||=|> H\)L i
— — +
|~ o 1014 > 9
o o}

Figura 2. Dissocia¢des do glifosato (adaptada de AMARANTE JUNIOR et al., 2002b).
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Pode-se considerar conforme o observado que em pH superior a 11,0, a
molécula de glifosato encontra-se completamente dissociada. Isso também ocorre
com o AMPA, com a diferenca que ele possui trés constantes de dissociacdo &cida:

pKi=1,8; pK>= 5,4 e pKs= 10,0, conforme Figura 3.
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Figura 3. DissociacBes do AMPA (adaptada de CHEM et al., 2009).

O glifosato pertence ao grupo quimico dos aminoacidos fosfonados e tal como
0 Seu precursor, a glicina, apresenta um comportamento zwiteridnico, com separagao
de duas cargas em pH neutro, uma positiva no grupo amino e uma negativa no grupo
fosfonato e carboxilicos (AMARANTE JUNIOR et al., 2002b; REMIAO, 2007).

Devido as caracteristicas e propriedades de ambos os compostos, algumas
apresentadas nas Tabelas 1 e 2, os mesmos podem ser separados e/ou fortemente

retidos em coluna de troca idnica.
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2.1.4. Legislacéo relacionada a qualidade da dgua para consumo humano

A Lei 9.433, de 8 de janeiro de 1997, instituiu a Politica Nacional de Recursos
Hidricos e criou o Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos Hidricos,
baseada nos fundamentos de que a 4gua € um bem de dominio publico, € um recurso
natural limitado dotado de valor econémico e cujo uso prioritario, em situacdes de
escassez, deve ser o consumo humano e dessedentacéao de animais, e a gestao dos
recursos hidricos visa proporcionar o uso multiplo das aguas (BRASIL, 1997).

As aguas sao classificadas, segundo seus usos preponderantes, em nove
classes, dividas em &guas doces, salobras e salinas, conforme Resolu¢cdo CONAMA
N° 20, de 18 de junho de 1986. Em 2005, o CONAMA disp0e além da classificacao
dos corpos de agua, também sobre diretrizes ambientais para seu enquadramento
através da Resolucdo N° 357, dividindo em treze classes de qualidade as aguas para
uso preponderante. Essa resolugcdo estabelece em 65 ug L o valor maximo de
residuo de glifosato em aguas doces de classe 1 (destinadas ao abastecimento para
consumo humano, apdés tratamento simplificado; a protecdo das comunidades
aquaticas; a recreacao de contato primario, tais como natacdo, esqui aquatico e
mergulho) e 280 ug L em aguas doces de classe 3 (destinadas ao abastecimento
para consumo humano, apés tratamento convencional ou avancado; a irrigacao de
culturas arbdreas, cerealiferas e forrageiras; a pesca amadora; a recreacao de contato
secundario; e a dessedentacao de animais).

Seis anos depois 0 Ministério da Saude publicou a Portaria n° 2914, de 12 de
dezembro de 2011, a qual dispde sobre os procedimentos de controle e de vigilancia
da qualidade da agua para o consumo humano e seu padrédo de potabilidade. Essa
nova portaria resultou de uma ampla revisdo da Portaria MS n°® 518/2004, realizada
no periodo de 2009 a 2011. Teve como uma das modificacbes, a retirada de
substancias quimicas que faziam parte do padrdo de potabilidade e definiu-se os
valores maximos permitidos (VMP) de cada substancia na agua com base em uma
avaliacdo quantitativa de risco quimico. Estimativa esta, feita com largas margens de
seguranca (BRASIL, 2011), conforme Tabela 3.
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Tabela 3. Agrotoxicos e VMP listados na Portaria 2914.

Agrotoxicos Valor Maximo Permitido (VMP), ug L™
24D+245T 30
Alaclor 20
Aldicarbe + AIdi(.:arbe sulfona + 10
Aldicarbe sulféxido
Aldrin + Dieldrin 0,03
Atrazina 2
Carbendazim + benomil 120
Carbofurano 7
Clordano 0,2
Clorpirifés + clorpirifds-oxon 30
DDT + DDD + DDE 1
Diuron 90
Endossulfan (a, B e sais) 20
Endrin 0,6
Glifosato + AMPA 500
Lindano (gama HCH) 2
Mancozebe 180
Metamidofos 12
Metolacloro 10
Molinato 6
Parationa metilica 9
Pendimetalina 20
Permetrina 20
Profenofos 60
Simazina 2
Tebuconazol 180
Terbufos 1,2
Trifluralina 20

Fonte: MS, Portaria 2.914 (2011).
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As discussoes e revisbes em leis e portarias mostram que a regulamentacao
dessas substancias € de suma importancia e tem atraido a atencdo de 6rgaos
governamentais no mundo todo. A Comunidade Europeia por meio da COUNCIL
DIRECTIVE de 15 de julho de 1980 estabeleceu em 0,1 uyg L* a concentragcdo maxima
admissivel de qualquer agrotoxico e produtos, desde que a totalidade desses
compostos ndo ultrapasse 0,5 pg L. Por outro lado, a Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos (EPA, do inglés Environmental Protection Agency), estabelece
niveis maximos para agrotoxicos individuais em 4gua destinada ao consumo humano,
baseados em estudos toxicologicos e epidemiolégicos (DORES, 2001), sendo o limite
estabelecido de 700 pg L para o glifosato em agua potavel, enquanto o Ministério da
Saude através da Portaria n° 2914, de 12 de dezembro de 2011, fixa em 500 pg L*
para a soma de glifosato e AMPA em agua para consumo humano conforme dados
apresentados na Tabela 3.

Devido as propriedades herbicidas do glifosato e do seu principal metabdlito, o
AMPA, bem como a intensa utilizacdo em varias culturas, € de grande importancia a
implementacdo de programas de monitoramento e estabelecimento de métodos
analiticos validados, aplicaveis a esses compostos presentes no meio ambiente,
sejam em baixos, moderados ou elevados niveis de concentracdo e as matrizes

ambientais complexas.

2.1.5. Toxicologiado glifosato e do AMPA

A forma de classificacdo e avaliacdo do nivel de periculosidade ambiental de
um agrotoxico sdo baseadas em estudos sobre as propriedades fisico-quimicas,
toxicoldgicas e ecotoxicoldgicas. Portanto, um agrotoxico pode ser classificado quanto
a periculosidade ambiental conforme demonstrado na Tabela 4 (ANVISA, 2014). As
classes dos agrotoxicos variam de | a IV e esta classificacdo permite a interpretacéo
do grau de perigo dos agrotoxicos frente a satde humana, facilitando a identificacéo

e a dimenséo do risco na manipulacao destes produtos (LEVIGARD, 2001).
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Tabela 4. Classificacdo dos agrotéxicos quanto a classe toxicolégica. Fonte: ANVISA, 2005.

o Cor da DL 50 Dosagem capaz

Classificagao taixa ) de matar um

mg kg’ adulto

Classe I: extremamente téxico Vermelha 0-50 Algumas gotas
Classe II: altamente toxico Amarela 50 -500 Algumas gotas! 1

colher de cha
Classe Ill: mediamente téxico Azul 500 — 5000 1 colner de cha/ 2
colheres de sopa

HXi 2 colh
Classe IV: pouco téxico Verde > 5000 colheres de

sopa/ 1 copo

DL 50: Dosagem letal para 50% dos organismos.

DLso expressa o valor da dose média letal, por via oral, representada por
miligramas do produto toxico por quilograma de peso vivo, necessarios para matar
50% dos animais testados. Essa classificacéo trata apenas a toxicidade da formulacao
e refere-se a dose necessaria para causar a morte a curto prazo mas nao considera
efeitos a longo prazo ou quanto ao modo de acéo dessas substancias, pois algumas
podem causar danos especificos consideraveis (SCHIESARI, 2014).

A toxicidade do glifosato € considerada relativamente baixa aos mamiferos,
pois pelos critérios de classificacdo citados na Tabela 4 esse composto, na forma de
sal de isopropilamida (forma presente na maioria das formula¢cdes comercializadas no
Brasil) ou sal de aménio, se enquadra na classe IV (pouco toxico). Isso faz com que
essa substancia seja uma das mais aplicadas e utilizadas no mundo (RIOS et al.,
2002). Porém, seu uso indiscriminado faz com que aumente as concentracdes de seus
residuos no solo, na agua e em sedimentos, tornando-o de grande periculosidade
ambiental sendo téxico a fauna, a populagcdo microbiolégica e ao homem. Sua
toxicidade passa a ser de classe lll, ou seja, mediamente toxico, na forma de sal de
potassio.

Esses residuos ao serem introduzidos no ambiente, podem causar dois tipos
de efeitos na salde humana: a toxicidade aguda, que sado efeitos imediatos

resultantes da exposicdo a curto prazo, e a toxicidade crbnica, que séo efeitos devido
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a exposicoes a longo prazo, ou seja por um tempo mais prolongado (CARVALHO &
PIVOTO, 2011).

2.1.5.1. Toxicidade aguda do glifosato e AMPA

O glifosato € considerado de baixa toxicidade aguda para diferentes espécies
de animais, com uma dose oral LDsp entre 0,7 e 11,0 mg kg de massa corporal (FAO,
1997).

A interacdo entre o glifosato e os ingredientes surfactantes ativos adicionados
em sua formulacgéo, revela um efeito antagonista da toxicidade do glifosato devido ao
potencial téxico dessas substancias (BABA et al., 1989 & BOLOGNESI et al., 1997,
AMARANTE JUNIOR et al., 2002b).

O principal metabolito do glifosato, o AMPA, apresenta também baixa
toxicidade aguda, com LDso: 8,3 mg kg de massa corpérea para ratos, e € pouco
irritante para os olhos. Contudo, estudos indicam que esse composto pode causar
uma série de problemas toxicolégicos em mamiferos pois testes subcrénicos em ratos
mostraram que o AMPA foi o responsavel por uma queda no peso das fémeas,
aumentou a acidez da urina em ambos os sexos, fez decair a massa do figado dos
machos em todas as doses testadas e excessiva divisao celular no revestimento da

bexiga e em parte do rim em ambos os sexos (TEOFILO, 2003).

2.1.5.2. Toxicidade crénica do glifosato e AMPA

Apesar da toxicidade do glifosato e do AMPA ser considerada relativamente
baixa (FAO, 1997; TEOFILO 2003; ANVISA, 2010), esse herbicida pode causar
defeitos crbnicos de nascimento em determinadas espécies de animais se
administrado em doses elevadas e por um periodo prolongado. A dose diaria aceitavel
(ADI) por massa corporea deste composto € consideravelmente baixa (ADI = 0,05 mg
kg*d?). Em seres humanos, estudos crénicos de alimentacdo ndo mostraram perda
de peso, efeitos ao sangue e pancreas ou, ainda, evidéncia de carcinogenicidade. No
entanto, estudos feitos com ratos demonstraram perda de peso, descarga nasal e
morte de matrizes gravidas, além de desordens digestivas (AMARANTE JUNIOR et

al., 2002b). Segundo SUN e colaboradores (2010), um monitoramento avaliativo tem
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sido feito em uma variedade de organismos incluindo mamiferos, passaros, peixes,
insetos e a microflora. Pesquisas in vivo e in vitro em animais sugerem que estas
substancias podem ser teratogénicas, mutagénicas e carcinogénicas.

Em plantas, o glifosato apresenta grande toxicidade, exceto em caules
suberizados (aparéncia de cortica, tipico da vegetacao do cerrado). Os efeitos agudo
e cronico em seres humanos, sao citados como sendo: dermatite de contato e
sindrome toxica apés a ingestao de doses elevadas (epigastralgia, ulceracédo ou lesdo
de mucosa gastrica, hipertermia, anuria, oliguria, hipotensdo, conjuntivite, edema
orbital, choque cardiogénico, arritmias cardiacas, edema pulmonar n&o-
carcinogénico, pneumonite, necrose tubular aguda, elevacao de enzimas hepaticas
(NORTOX S/A, 2014; AMARANTE JUNIOR et al., 2002b).

A toxicidade do glifosato em mamiferos e passaros é relativamente baixa, no
entanto, por ser nao seletivo e de largo espectro de atividade, esse produto
fitossanitario conduz a destruicdo de ambientes naturais e de fontes de alimento de
alguns passaros e anfibios, levando a reducéo das populacdes (AMARATE JUNIOR
et al., 2002b). Quanto a toxicocinética, o glifosato € metabolizado principalmente em
AMPA o qual aparece no plasma sanguineo cerca de 3,5 horas apés a ingestédo e
ambos os compostos sédo excretados através da urina em até 7 dias. A toxicocinética
relaciona os processos de absorcao, distribuicdo, armazenamento, a biotranformacéao
e eliminacédo do agente toxico em funcédo do tempo, e depende da quantidade desse
atuando no organismo e da concentracao dele no plasma (BRASIL, 2014).

Em ambientes aquaticos, a toxicidade do glifosato é acentuada com o aumento
da temperatura e do pH (AMARANTE JUNIOR et al., 2002b), Os peixes e 0s
invertebrados aquaticos sdo 0s mais sensiveis a este herbicida e aos outros
componentes, como aditivos surfactantes, presentes nas formulacdes comerciais
(SULLIVAN, 1979).

2.1.6. Ocorréncia de glifosato e AMPA no meio ambiente

A demanda por uma maior produtividade agricola sem o aumento da area
plantada tem contribuido ao consumo descontrolado e inadequado de produtos
guimicos, como agrotoxicos e fertilizantes, implicando em sérios problemas
ambientais e para a saude humana (TELLES, 2002; MILHOME et al., 2009). Essa

introducdo de produtos quimicos no ambiente agricola pode provocar efeitos
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indesejaveis pelo fato de exercer uma pressédo de selecdo nos organismos, mudar a
dindmica bioquimica, acarretando alteracdes na funcdo do ecossistema e na
biomassa microbiana que é de atuacdo fundamental na transformacao e liberacédo de
nutrientes para as plantas podendo entéo alterar a disponibilidade desses nutrientes
e comprometer a fertilidade do solo (SPADOTTO et al., 2004; SPADOTTO, 2006).

O impacto ambiental causado pelo uso de produtos contaminantes, no caso
agrotoxicos, pode ser considerado como qualquer alteracdo das propriedades fisicas,
guimicas e biolégicas do ambiente, causado por qualquer forma de matéria ou energia
resultantes de atividades humanas que afetam de maneira direta ou indiretamente a
salde, a seguranca e o bem estar da populacao; as atividades sociais e econdmicas;
a biota e a qualidade dos recursos naturais do meio (FRIGHETTO, 1997; SPADOTTO,
2002). Desses agrotoxicos, os herbicidas constituem na escala comercial no mundo
industrializado, a principal parcela de vendas (TAROUCO, 2009), principalmente os
formulados a base de glifosato tem ganho expressdo e importancia em virtude do
crescimento das areas semeadas com culturas geneticamente modificadas e também
por se tratar de um herbicida sistémico com amplo espectro de acdo (MORAES, 2010).

Quando o glifosato é aplicado, parte desse produto € diretamente absorvida
pelas plantas daninhas, e parte € encaminhada para o solo sendo biodegradado por
organismos heterotroficos (ANDREA et al., 2004). O quanto de herbicida ficara retido
no solo e o quanto estara disponivel na solugéo do solo, é determinado pelo processo
de sorcao, ou seja, interacao herbicida-sedimento-agua (KRAEMER et al., 2009), e
esta proporcdo afeta a sorcdo pelas plantas, a degradacdo microbiana, fotdlise,
lixiviacao e transporte (LOCKE et al., 2008).

A adsorcdo do glifosato ao solo é influenciada pela presenca de cations
especificos e correlacionada com a capacidade do solo em adsorver ions fosfato e
também com as concentragées de determinados cations como Zn?*, Mn?*, Cu?*, Fe?",
Fe3*, AI** e Ca?*, e por ser um composto dipolar, pode ser altamente adsorvido aos
oxidos e hidroxidos de ferro e aluminio e & matéria organica do solo (GALLI et al.,
2005). Sua molécula apresenta varios mecanismos de ligacdo aos solos, como mostra
a Figura 4, podendo tanto ligar-se a fracdo oxidica do solo como ser adsorvida
eletrostaticamente aos minerais da argila e a matéria organica, ou mesmo pela
formacédo de pontes de hidrogénio com a prépria matéria organica do solo (PRATA &
LAVORENTI, 2002).



Interacao eletrostatica

Pontes de
¢hidrogénio¢

Forcas de Van der Waals

~~

' 0 M b
Eovalente dativa\\_ _ || HE /O
| dupla 0O—P—C—N*—C :
ke | N

‘s‘\ ,/,’, O_ H H H pKa /’,

~\~~\ /,/’ pIKa \\\\ ///,
g IERRNRREEE EEEEEEEEEES SR Tt

+

+
+ 4+ T T
Pontes de

hidrogénio

36

Figura 4. Esquema dos mecanismos envolvidos na sor¢cdo do glifosato em solo (adaptado de PRATA

& LAVORENTI, 2002).

As principais rotas de degradacdo do glifosato no solo consistem em duas

transformacBes. Na primeira ocorre a transformacdo do glifosato em sarcosina

(metabdlito intermediario) por acdo da bactéria Agrobacterium radiobacter ou da

Enterobacter aeroneges (enzima C-P liase): a sarcosina entra no metabolismo destes

microrganismos e de outros, degradando-se. Esta rota €, no entanto, pouco citada na

literatura. A segunda rota consiste na transformacdo do glifosato em acido

aminometilfosfénico (AMPA), seu principal metabdlito, conforme apresentado na
Figura 5 (CHEN et al., 2007; GALLI et al., 2005; AMARANTE JUNIOR, 2002b;

MENSINK et al., 1994).



37

O O O O
HO I|:|> H\)J\ HO I|:|’ lI:l'
> OH | > OH
OH ) OH
Glifosato Glifosato
O O
H \)k HO lFl’ NH
- 2
HaC™ OH Cl)H\/
Sarcosina AMPA
H3C—N H2
Metilamina
Metilamina
dehidrogenase
O
(”:
H™ OH
Formaldeido

Figura 5. Rotas de decomposi¢cédo microbioldgica do glifosato (adaptado de AMARANTES JUNIOR et
al., 2002b).

No caso da presenca em aguas, existem registros mundias da contaminacao
por agrotoxicos utilizados na agricultura tanto em &aguas superficiais quanto
subterraneas. O herbicida glifosato, embora seja amplamente utilizado na agricultura,
pode também ser utilizado no controle de plantas daninhas aquaticas emergentes em
aguas superficiais ou margens de corpos d'agua (SOLOMON & THOMPSON, 2003).
Os principais meios de dissipacdo na agua sao por interagcdes com sedimentos e
degradacdo microbiolégica, sendo essa de maior velocidade na degradacéo,
decompondo-se em AMPA e em algumas vezes em diéxido de carbono (GIESY et al.,
2000).

Devido a grande solubilidade do glifosato e seus sais na agua, considera-se
gue esses compostos tenham uma elevada mobilidade em meio aquoso, por meio da

forte e rapida interacdo com sedimentos, especialmente em aguas pouco profundas e
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turbulentas, ou aquelas que levam grandes cargas de particulas, removendo o
glifosato da solug&o do solo (SOLOMON & THOMPSON, 2003).

A principal caracteristica de um herbicida relacionada a sua capacidade de
contaminacdo de aguas subterraneas, de acordo com critérios elaborados pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 2013) e pelo indice
GUS (GUSTAFON, 1989) é o potencial de lixiviacdo. Nesse mesmo sentido, também
classifica-se 0 herbicida em relacdo a sua capacidade de contaminar as aguas
segundo 0 método de GOSS (GOSS, 1992). Conforme esses critérios, a
movimentacao no solo, e consequente classificacao, € governada por caracteristicas

fisico-quimicas do composto, conforme Tabela 5.

Tabela 5. Classificacdo do glifosato quanto ao potencial de contaminacédo de dgua subterranea (EPA
e GUS) e superficial (GOSS), (SANTOS, 2013).

Método Caracteristicas Classes

Solubilidade em agua, coeficiente
de adsorcdo a matéria organica do
USEPA? solo, constante da Lei de Henry,

meia vida em solo e agua e N3o contaminante - NC
especiacao.

Contaminante Potencial — CP

N&o Lixividvel — NL (GUS < 1,8)
Meia vida no solo, coeficiente de

GUS? O - .
adsorcdo a matéria organica.

Faixa de Transicdo — FT (1,8<GUS >2,8)
Provavel Lixiviacdo — PL (GUS > 2,8)

Alto, médio e baixo Potencial de
Meia vida no solo, coeficiente de  Contaminacdo de aguas superficiais.
GOSS?® adsorcao a matéria organicado  Dissolvido em agua ou Associado ao
solo e solubilidade em agua. Sedimento (APCDA ou APCAS, MPCDA
ou MPCAS, BPCDA ou BPCAS)

IMétodo screening — Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, (USEPA, 2013). Também
sdo considerados tipo de solo, posicdo do aquifero e precipitacdes. 2Groundwater Ubiquity Score —
GUS (Gustafson, 1989). SMétodo de GOSS (GOSS,1992).

Nesse sentido classifica-se o glifosato como CP segundo o método USEPA,
NL pelo método de GUS e de MPCDA e MPCAS por GOSS conforme parametros
descritos na Tabela 5 (SANTOS, 2013).

A persisténcia do glifosato em agua é mais curta do que em solo, pois o
glifosato € muito solivel em agua, dispersando-se rapidamente sem se acumular em
altas concentrac¢des no perfil hidrico (MORAES, 2010).
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Estudos para avaliar a estabilidade do glifosato indicaram que 0 mesmo
mostrou-se estavel em agua com pH 3, 5, 6 e 9, a uma temperatura de 35 °C.
Evidenciou-se também a estabilidade a fotodegradacdo em pH 5, 7 e 9, em solucéo
tamp&o sob luz natural, e a meia-vida por hidrolise foi maior que 35 dias (KOLLMAN
& SEGAWA, 1995), indicando que o glifosato tem uma pequena propensao a
decomposicao por hidrélise (BRONSTAD & FRIESTAD,1985).

Para monitorar a presenca de glifosato e do metabdlito AMPA em &guas dos
canais de irrigagdo e drenagem no litoral sul do Rio Grande do Sul, um estudo foi
realizado por Mattos e colaboradores (2002), onde foi verificado que em até 120 dias
apos aplicacdo (DAA), havia a presenca do herbicida, concluindo que determinado
nivel de seguranca so6 sera alcancado 120 dias ap6s a aplicacdo (DAA) da formulacao
de glifosato.

STEMPVOORT e colaboradores (2014) analisaram a presenca de residuos de
glifosato e a fonte de AMPA em coérregos de captacdo de aguas subterraneas
provenientes de areas urbanas do Canada e evidenciaram que os residuos de AMPA
eram produtos da degradacéo do glifosato aplicado em zonas comercias e industriais,
e nao dos residuos de produtos farmacéuticos, detergentes e adocantes capazes de
se correlacionarem com o AMPA nos residuos domésticos lancados nas redes de
esgoto. Fatores como o uso da terra e aplicacdes do formulado de glifosato em
regides préoximas a amostragem em estudo, também sao citadas como fontes de
residuos de ambos os compostos.

BOTTA (2009), estudaram a dinamica de transferéncia de glifosato e AMPA
dos sistemas de esgoto urbano, das galerias de aguas pluviais e dos efluentes da
estacdo de tratamento de aguas residuais (WWTP, do inglés Wastewater Treatment
Plant) para a bacia hidrografica do Rio Orge na Franca, e concluiram que a fonte dos
residuos de AMPA e glifosato sao diferentes.

A contaminacao por glifosato das aguas superficiais se da principalmente em
periodos de chuva através das galerias de aguas pluviais do escoamento urbano
conforme aplicacdes do formulado em rodovias e ferrovias, jA a contaminacéo por
AMPA é resultado pelo escoamento através dos sistemas de esgoto, dos efluentes da
estacdo de tratamento de aguas residuais (WWTP), e também das galerias pluviais
em épocas de chuva, mas a diferenca é que o composto AMPA é originado nas aguas

residuais domésticas pela degradacdo de detergentes a base de acidos fosforicos,
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etilenodiamina tetrametileno fosfonato (EDTMP) ou &cido fosforico dietilenotriamina-
penta-metileno (DTPMP) os quais também podem ser degradados em AMPA.

SKARK e colaboradores (2004), sugeriram que a contaminacao por residuos
de glifosato em aguas superficiais na Europa, deu-se pela aplicagdo desse herbicida
nas vias férreas, esse estudo acabou recebendo apoio de pesquisas envolvendo a
dissipacdo dos herbicidas aplicados nas vias férreas e nas estradas (RAMWELL et
al., 2004).

Em se tratando de extensivo uso urbano de glifosato nos Estados Unidos,
verificou-se que amostras de agua coletadas em diferentes locais, continham residuos
de glifosato e AMPA, e apresentavam-se na frequéncia de 17,5 e 67,5%
respectivamente (KOLPIN et al., 2006). Essa pesquisa foi realizada em virtude de
outra que mostrou os baixos niveis de glifosato detectados em urina de trabalhadores
rurais apos a aplicacao desse herbicida (ACQUAVELLA et al., 2004).

Quanto aos efeitos causados em organismos aquaticos, pode-se citar o estudo
realizado por TATE e colaboradores (2000) no qual verificou-se que caramujos
aquaticos (Pseudosuccinae columella) ao serem expostos ao herbicida tiveram um
incremento na postura de ovos e no teor de aminoacidos em seus tecidos, tendo entéo
o glifosato proporcionado um efeito estimulante na reproducao ao invés de prejudicial.
Em espécie de crustaceo aquatico como Daphnia pulex e em algas Scenedesmus
spp., a exposicao ao glifosato demonstrou que esse nao apresentou nenhum efeito
adverso, e ainda estimulou o crescimento das algas, fato esses pode ser explicado
pela liberacéo de nitrogénio e fosforo do metabolismo de glifosato pela Daphnia pulex
(BENGTSSON et al., 2004).

TSUI e CHU (2003), verificaram resultados contrarios, onde algas
fotossintéticas, por possuirem rota metabdlica similar as plantas superiores, sdo mais
sensiveis ao efeito do herbicida na forma de sal de isopropilamina do que organismos
nao fotossintéticos.

Para verificar o efeito da aplicacdo direta de glifosato sobre anfibios aquaticos
e terrestres, RELYEA (2005) realizou um estudo sob condi¢bes de campo e observou
gue apos trés semanas da aplicacao do produto houve morte de 96-100% das larvas
dos anfibios. RELYEA (2005) também realizou a aplicacdo em periodo poés
metamorfose (juvenil), onde foi verificado morte de 68-86% dos anfibios juvenis um
dia apoés tratamento, e concluiu que o produto acarreta elevadas taxas de mortalidade

de anfibios.
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Quanto a presenca do herbicida no ar € pouco provavel, visto que, os diferentes
sais de glifosato ndo tém presséo de vapor significativa e perdas da superficie tratada
para atmosfera sdo pequenas (BATTAGLIN et al., 2005). Entretanto, goticulas podem
estar presentes no ar através da interagdo com outros agrotdxicos provocando assim
a deteccdo de glifosato, na agua da chuva, conforme ocorrido na Unidao Européia
(QUAGHEBEUR et al., 2004). Esses autores também observaram que, durante o
periodo compreendido entre 1997 e 2001 detectou-se glifosato unicamente na agua
da chuva na Bélgica em 2001, com uma frequéncia de 10% e uma concentracao
maxima de 6,2 ug L.

Nos Estados Unidos, foram coletadas amostras de agua da chuva em
diferentes regifes entre os anos 2001-2006, e foi possivel verificar que glifosato e
AMPA estavam presentes na agua da chuva em uma das regibes avaliadas
(SCRIBNER et al., 2007).

Em um outro estudo, MAJEWSKI (2014), relata a deteccdo do herbicida
glifosato, bem como de seu produto de degradacdo o AMPA, em 86% das amostras
de ar e 77% das amostras de agua de chuva no estado do Mississipi, nos EUA.

Portanto, as propriedades que determinam o comportamento do glifosato e seu
metabolito e que caracterizam ambos 0s compostos quanto ao baixo impacto
ambiental necessitam de estudos, apesar da amplitude das aplicacbes desse
ingrediente ativo. O produto fitossanitario € degradado por microrganismos tanto no
solo quanto na agua, sendo que no solo é fortemente retido na forma residuo ligado e
na agua é altamente soltuvel, podendo ter efeitos estimulante ou ndo a organismos
aquaticos, apesar da volatilidade e evaporacdo serem insignificantes, algumas
goticulas desses compostos interagem com outros agrotoxicos e com isso foram
detectadas no ar conforme ja citado. Logo, € de grande importancia o
desenvolvimento de estudos para compreender a ocorréncia desses compostos no

meio ambiente.
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2.2. CROMATOGRAFIA
2.2.1. Cromatografia ionica

A cromatografia de troca ibnica ou cromatografia idénica (IC, do inglés ion
chromatography) é uma variante da cromatografia liquida de alta eficiéncia -CLAE
(HPLC, do inglés high performance liquid chromatography), e é diferenciada devido
aos mecanismos de separagdo, no caso, troca ibnica e pelos tipos de fases
estacionarias (WEISS, 2004). Os primeiros estudos envolvendo troca ibnica,
registrados na literatura, foram feitos por WAY & THOMPSON em 1850, onde foi
descoberta a capacidade dos solos em removerem ions NH4* de solu¢cdes que os
percolavam, substituindo por uma quantidade equivalente de ions Ca?*. A partir
dessas observacdes desenvolveu-se posteriormente o processo de troca ibnica para
o tratamento de agua.

Por volta de 1935 comecaram a ser produzidas as primeiras resinas de troca
ibnica, como meio quimico importante em processos analiticos. Posteriormente,
trabalhos pioneiros como o de MOORE e STEIN (1958), permitiram avancos e
incentivaram a outros pesquisadores a desenvolverem trabalhos com esta nova
técnica (WEISS, 2004).

Em 1975, SMALL, STEVENS e BAUMANN introduziram a cromatografia de
ions através do desenvolvimento de uma célula de condutividade como detector
combinado com um método quimico de reducao da condutividade, resolvendo assim
0 problema da alta condutancia dos eluentes.

Na década de 1980 desenvolveu-se colunas de alta eficiéncia com particulas
de diametro de 5 a 8 um e com isso, foi possivel reduzir o tempo de analise. Ja no
inicio da década de 1990 o aumento nos tipos de colunas cromatograficas teve como
objetivo fornecer fases estacionarias com especial seletividade (PAULL, 2005).

Atualmente os trocadores de ions em cromatografia consistem de particulas
esféricas de polimero com um diametro de aproximadamente 5 a 15 um. Usam-se
métodos para ligar os chamados grupos ancoras na superficie desse polimero que
sdo usados como espacadores entre o polimero basico e os grupos funcionais
efetivos. Esses grupos funcionais consistem de ions aménio quaternario, 0s quais sao
guimicamente ligados aos grupos ancoras (EITH et al., 2007).

As aplicagbes das resinas trocadoras de ions em separacdes analiticas sé&o

bastante Uteis como fases estacionarias que sdo empregadas para separacdes de
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espécies carregadas onde os solutos com cargas de sinais contrarios a esta fase sao
seletivamente adsorvidos. Os solutos adsorvidos podem ser subsequentemente
eluidos, por deslocamentos com outros ions, com 0 mesmo tipo de carga, porém com
maior forca de interacdo com a fase estacionaria (SPADARO, 2006).

Existem dois tipos de cromatografia iGnica em uso, uma com base em
supressores e outra de coluna Unica (sem supressor). Na técnica baseada em
supressores, a coluna do trocador idnico € seguida por uma coluna supressora ou por
um sistema com membrana supressora que converte o eluente ibnico em espécies
ndo-ibnicas que nao interferem na deteccéo condutométrica dos ions dos analitos.

Na cromatografia por troca iébnica em coluna Unica (sem supressor), 0s ions
dos analitos séo separados em um trocador idnico de baixa capacidade por meio de
um eluente de baixa forca iGnica, ou seja de baixa condutividade, que nao interfere
com a deteccao condutométrica dos analitos (SKOOG, 2006).

Os métodos cromatograficos sao distinguidos pelo mecanismo de separacéo

utilizado, os quais séo:

. Troca ibnica
o Formacé&o de par i6nico
. Exclusao ibnica

Atualmente o principal mecanismo utilizado para separacdes € o de troca
ibnica, conhecido como cromatografia i6nica (IC). A cromatografia de par ibnico e a
cromatografia por exclusédo i6nica sdo consideradas como sendo aplicacbes mais
especificas (EITH et al., 2007).

Para este trabalho foram empregados dois métodos analiticos: a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas em série (LC-MS/MS) e a cromatografia
ibnica de alta performance (HPIC). Tendo em vista os métodos utilizados, parte do
enfoque desta revisdo bibliogréfica sera voltado para a cromatografia de troca i6nica.

O principio na cromatografia de troca ibnica baseia-se em uma reacao quimica
entre os ions de uma solug¢do e um trocador contendo os grupos funcionais, onde
ocorre a fixacdo dos ions através de forcas eletrostaticas. A separacdo de cétions
pode ser através de grupos &cido sulfénico, e a de anions através de grupos de
amonio quaternario.

O processo de troca idnica pode levar a uma condi¢do de equilibrio, o qual

depende da afinidade dos ions participantes em relagcéo aos grupos funcionais da fase
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estacionaria. Teoricamente, ions com mesma carga podem ser completa e
reversivelmente trocados entre as duas fases. A Figura 6 € um esquema dos
processos de troca para cations e anions. Os ions do analito sdo chamados A, os ions
do eluente competindo com os ions do analito para a troca séo identificados com E
(EITH et al., 2007).

+

m
>

Fase moével

jié/\ji;/\/\ \/\/NE/\)NE

Troca catibnica Troca anidnica
Fase estacionaria

A: ions do analito
B: ions do eluente

Figura 6. Esquema mostrando o processo de troca idnica em |.C. (Adaptado de EITH et al., 2007).

Normalmente os trocadores iGnicos consistem de fases soélidas onde séo
fixados os grupos i6nicos em sua superficie. Devido a condi¢ao de eletroneutralidade
existe sempre um contra-ion de carga oposta nas proximidades do grupo funcional.
Esse contra-ion geralmente tem origem na fase movel e, por isso, também é
conhecido como ion do eluente. Se uma amostra for adicionada contendo dois ions A
e B, esses vao entdo brevemente substituir os ions do eluente E” e s&o retidos na
carga fixa do trocador antes que sejam de volta trocados pelo ion do eluente E". Para
a cromatografia de anions, objeto desse estudo, isso resulta nos seguintes equilibrios

reversiveis:

resina— N*R3E + A" <> resina— N'RsA + E

resina— N*R3E + B <> resina— N*'R3B + E-

As técnicas de deteccdo podem ser subdivididas em (PAPADOYANNIS, 2004;
EITH et al., 2007):

o deteccdo eletroquimica, usando condutividade, amperometria ou
potenciometria;
o deteccdo espectroscopica, utilizando ultravioleta/visivel (UV/vis), indice

de refracédo, fluorescéncia, absorgéo atbmica ou emissdo atdbmica;
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o técnicas de acoplamento, geralmente acoplam-se detectores de

espectrometria atbmica;

. técnicas baseadas em rea¢des pds-coluna.

O sistema eletroquimico frequentemente usado em CI é o detector de
condutividade ou deteccdo condutométrica, esquematizado na Figura 7, que tem uma
participacdo de mercado de aproximadamente 55% no setor de cromatografia de ions.
Eletrdlitos aquosos séo frequentemente usados como fase mével em cromatografia
de ions, o detector deve ser capaz de responder as mudancas relativamente
pequenas na condutividade total do eluente causada pelos ions analisados. Pelo uso
das chamadas técnicas de supressdo de condutividade, a condutividade de fundo
(background) de alguns eluentes pode ser drasticamente reduzida; no caso de anions

de acidos fortes, é possivel melhorar consideravelmente a sensibilidade.

Araa A

Figura 7. Construcao de uma célula de condutividade. Adaptado de EITH et al., 2007.

O sistema de supressdo, como mostra as Figuras 8A e 8B, é empregado na
melhora da sensibilidade de deteccao de ions por deteccdo condutométrica. Nesse
sistema € possivel reduzir a condutividade do eletrélito empregado como eluente na
cromatografia ibnica. Contudo o processo de supressao pode ser considerado como
parte do sistema de deteccdo. Pode-se definir a supressdo como sendo a
neutralizacdo por troca iénica do sal de um acido fraco ou base fraca. Os principais

efeitos da supresséao sdo (EITH et al., 2007):

o Reducéo da condutancia de fundo causada pelo eletrdlito do eluente
o Reducéo do ruido

o Aumento da sensibilidade

o Ampliacéo da faixa linear de trabalho

° Aumento do sinal analitico do detector.
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Figura 8. Sistema supressor para andlise analise de anions (A). KOH= hidréxido de potassio
e de cétions (B). MSA=4cido metassulfénico. Fonte: www.dionex.com/en-
us/webdocs/87169-Man-Supressor-CES-300-065386-02-Aug12.pdf.
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A abaixo, destaca-se os componentes de um sistema de cromatografia idnica.

Y
Eluent 4. Detection
Suppressor
vy ®' 9 3. Separation (optional)
Separator E
1. Eluent Delivery Column P Waste
i
[ ]
[ ]

2. Sample Injection

Injection Valve

Guard Column
(optional)

=

5. Data Analysis

Waste

Figura 9. Sistema de cromatografia idbnica. Fonte: www.dionex.com/en-us/webdocs/114345-
Man-IC-ICS-4000-Ops-Dec2012-DOC065468-01.pdf.

2.2.2. Cromatografia ldnica Capilar

A principal area onde o desenvolvimento e perspectivas sdo mais forte em
cromatografia € a miniaturizacdo desses sistemas, pois com isso, torna-se possivel a
reducdo no consumo de solventes e reagentes, e ha também uma melhora
consideravel no desempenho. Essa crescente tendéncia, pode envolver a etapa
separacdo, na coluna cromatografica, através do seu encurtamento, dos formatos
capilares, do tamanho de particulas da fase estacionaria; diminuicdo nos canais de
separacdo em microchips, e também através da reducédo do sistema em si, isto €, do
instrumento cromatografico (HADDAD et al., 2008).

A introducdo das primeiras colunas capilares ocorreu através do trabalho
revolucionario de GOLAY em 1958 nas analises por cromatografia gasosa (GC, do
inglés gas chromatography). Em cromatografia liquida pressurizada os primeiros
trabalhos diminuindo o didametro interno das colunas tiveram inicio em 1967 quando
HORVATH e colaboradores, estudaram a dispersdo de um pico, em iguais condicdes,

em duas colunas: uma com 0,3 e outra com 1 mm de diametro interno (d.i.).
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Em 1978, ISHII e colaboradores, relataram trabalhos com colunas recheadas,
usando colunas de politetrafluoretiieno (PTFE) com 0,5 mm de d.i. recheadas com
particulas de 30 um. Ainda em 1978, TSUDA e NOVOTNY reduziram o diametro das
colunas para valores entre 30 a 200 um, recheadas com particulas de alumina de 10
a 100 um, e concluiram que as colunas com diametro de 70 um recheadas com
particulas de 30 um apresentaram boa relacdo entre eficiéncia e pressao. Em 1979,
SCOTT e KUCERA separaram n-alquilbenzenos utilizando cromatografia liquida e
colunas com 1 mm de diametro interno.

Em cromatografia ibnica capilar (CIC) o primeiro trabalho envolvendo esse novo
tipo de separagéo foi publicado em 1983 por ROKUSHIKA e colaboradores.

O progresso na CIC foi ligado principalmente com a introducédo de colunas
monoliticas e a utilizacdo de detectores de condutividade adequados.

A eficiéncia da coluna com fase estacionaria monolitica polimérica € menor do
gue colunas monoliticas a base de silica, isso se deve as diferentes morfologias das
duas classes de mondlitos e ao fato de que os analitos tipicos em estudo séo de baixo
peso molecular e como resultado, taxas relativamente altas de difusdo pode diminuir
as vantagens do transporte convectivo caracteristico dos monolitos (HADDAD,2008).

Para a deteccdo em CIC existe a necessidade de sistemas de micro-
supressores robustos que podem melhorar a sensibilidade na deteccéo
condutométrica. Por outro lado, existem oportunidades para os métodos de deteccéo
indireta com base em diodos emissores de luz de baixo custo (O'TOOLE et al., 2006)
ou de deteccéao fluorescente (JONG e LUCY, 2006; HADDAD, 2008).

2.2.3. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

A combinacdo da cromatografia liquida com a espectrometria de massas pode
ser vista como a combinacédo ideal entre separacdo e deteccao permitindo andlises
rapidas com seletividade e sensibilidade. Uma das mais importantes funcdes do
sistema é desempenhada pela interface empregada no acoplamento LC-MS/MS que
permite a remocao de toda ou, pelo menos, uma parte significativa da fase movel. O
emprego de colunas curtas e com diametro interno menor, associado ao uso de fase
estacionaria com tamanho de particula de cerca de 2 um permite trabalhar com vazéao
da fase moével abaixo de 0,5 mL min' melhorando a eficiéncia de separacéo e o

desempenho da interface.
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Os compostos separados por HPLC sdo substancias polares e de baixa
volatilidade e/ou sensiveis a temperatura, de maneira que nao é possivel ioniz4-los
utilizando as técnicas de ionizagdo mais comumente utilizadas inicialmente na
espectrometria de massas. Com isso, para o acoplamento LC-MS/MS foi necessario
o desenvolvimento de interfaces e de formas de ionizagao alternativas (ARDREY,
2003; CHIARADIA, 2008). Com o desenvolvimento de novas interfaces essas
incompatibilidades foram superadas, e com isso, cada vez mais a LC-MS vem sendo
utilizada, pois o acoplamento dessas técnicas permite um aumento de seletividade e
sensibilidade proporcionando o monitoramento de centenas de agrotoxicos em uma
Unica andlise (PRESTES et al., 2009).

A principal interface empregada na analise de agrotoxicos polares € baseada
na lonizacao a Pressao Atmosférica (API, do inglés atmospheric pressure ionization)
gue engloba a ionizagcdo quimica a presséao atmosférica (APCI, do inglés atmospheric
pressure chemical ionization) e a ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI, do inglés
electrospray ionization). A fonte ESI é a mais empregada na analise de agrotoxicos e
funciona conforme descrito a seguir:

lonizacdo por Eletronebulizacdo (ESI): Eluato da coluna contendo o analito
de interesse passa através de um capilar, a pressdo atmosférica, mantido sob alta
voltagem. Na saida desse capilar sdo formadas pequenas gotas altamente carregadas
(spray) que sdo dessolvatadas ao se deslocarem em sentido contrario ao
posicionamento de um eletrodo em uma regido de pressdao atmosférica. Essa
dessolvatacao € assistida por um fluxo continuo de gas seco (geralmente Ny), e a
medida que ocorre a dessolvatacéo, o tamanho das gotas € reduzido até o ponto em
gue a forca de repulsdo entre as cargas similares torna-se maior que as forcas de
coesdo da fase liquida (tensdo superficial). Nesse momento ocorre a chamada
‘explosdo couldombica”, que gera gotas com tamanhos equivalentes a 10% do
tamanho das gotas a partir das quais se originaram, sdo entdo produzidos os ions do
analito ap6s serem submetidos a uma série dessas explosfes, 0S mesmos sao
transferidos para o interior do espectrémetro de massas por uma série de dispositivos
de focalizacdo, como apresentado na Figura 10 (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM,
2008).

Através dessa fonte de ionizacdo € possivel ionizar compostos sensiveis a
temperatura sem que esses sofram degradacdo, uma vez que, a ionizagdo ocorre
diretamente em solugcdo (CHIARADIA et al.,, 2008). O emprego de LC-MS/MS



50

utilizando ESI como fonte de ionizacdo torna-se ideal para analise de moléculas
polares e com massas molares relativamente grandes como proteinas, aminoacidos,

e substancias de interesse na area da bioanalitica, alimentos e farmacéutica
(LANCAS, 2009).
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Figura 10. Esquema prético da fonte de ionizacao ESI. Fonte: http://www.ioc.fiocruz.br

Neste trabalho foi utilizado LC-MS/MS com fonte de ionizacdo por

eletronebulizac&o, operando no modo de monitoramento seletivo de ions (SRM, do
inglés Selected Reaction Monitoring).
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2.3. METODOS PARA DETERMINACAO DE GLIFOSATO

Tendo em vista a ampla utilizagdo do herbicida a base de glifosato em todo o
mundo e o grande interesse em determinagdes de residuos desse composto e seu
produto de degradacdo o AMPA, torna-se importante o desenvolvimento de métodos
analiticos para a extracao e determinagcdo desses compostos em amostras naturais.

Os métodos de extracdo de ambos 0os compostos em amostras de dgua mais
utilizados empregam a técnica de Extracdo em Fase Sélida (SPE, do inglés Solid
Phase Extraction) com resinas de troca ibnica, tornando possivel realizar a analise por
simples filtragdo e evaporagdo da amostra. Outra metodologia bastante utilizada
envolve a derivacdo para a obtencédo de compostos apolares que podem ser extraidos
com solventes organicos (AMARANTE JUNIOR, 2002a).

O principal problema na analise desses compostos esta na natureza peculiar
de ambos, pois sdo substancias altamente polares de alta solubilidade em agua
tornando-os assim de dificil extracdo e analise em meio a outros agrotéxicos
impossibilitando o desenvolvimento de metodologias multiresiduo com esses
compostos.

Quanto as metodologias para determinacéo do glifosato e AMPA, o método
mais utilizado atualmente para a separacdo cromatografica € a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) conforme KIM e colaboradores, (2007). Os métodos de
deteccédo do glifosato sédo bastante discutidos na literatura, visto que esse composto
absorve radiacdo eletromagnética em comprimentos de onda proximos a 200 nm,
dificultando o uso direto de detectores ultravioleta ou colorimétricos. Nessa faixa de
comprimento de onda ocorre absor¢cdo dos gases que compdem o ar atmosférico,
tornando o cromatograma ilegivel se ndo utilizado um sistema de vacuo. A alternativa
para o problema foi a derivatizacdo, tendo como objetivo o acoplamento de grupos
cromoforos ao analito e assim tornando-o detectavel em comprimentos de onda
maiores que 215 nm.

Nas determinacdes de glifosato por cromatografia liquida, o pH da fase mével
€ importante para a adequacao do grau de dissociacdo desse composto e com iSso
possibilitando o controle da carga total do ion glifosato. Essa quantidade de cargas é
responsavel pela maior ou menor afinidade do glifosato em forma aniénica com a
coluna de troca ibnica, influenciando parametros da cromatografia, como o tempo de

retencéo do analito, resolucdo e simetria do sinal.
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DIMITRAKOPOULOS e colaboradores, (2010) apresentam a aplicagdo de
cromatografia de ions com a geracédo de eluente eletrolitica e supressao de fase mével
para a deteccdo condutimétrica direta de glifosato e seu acido aminometilfosfonico
produto de degradacdo (AMPA). Os compostos foram separados numa coluna de
troca anionica AS18 Dionex com gradiente de KOH 12-40 mmol L* de 9-9,5 min.

O efeito de intensidade da corrente supressora sobre a interacdo eletrostéatica
desses compostos anfotéricos com as membranas de troca catidnica foi avaliad. A
técnica de supressao foi proposta para a limitacdo de alargamento do pico e do ruido
de linha de base, a fim de melhorar a sensibilidade do método e detectabilidade.
Observou-se que os carbonatos presentes na amostra co-eluida com AMPA em aguas
naturais. O método foi aplicado para a analise de 4gua para consumo humano e em
amostras de laranja, alcancando um limite de detec¢do apenas para o glifosato de
0,24 mg L ja que o AMPA co-eluia com o carbonato.

HAO e colaboradores (2011) desenvolveram um método de determinacéo de
residuos de glifosato e AMPA em agua que utiliza a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em seérie e injecdo direta da amostra no sistema
cromatografico com coluna cromatografica de fase reversa com fraca troca iénica, nao
sendo necessarias pré-concentracao e derivatizacao do analito, os aoutores utilizaram
como fase movel com gradiente (A) 1:1 de metanol e agua e (B) 300 mM de acetato
de amonio em 1:1 de metanol e dgua e vazéo de 0,4 mL mint. O método proposto
apresentou baixos limites de deteccdo de 1,2 e 0,9 yg L* para glifosato e AMPA
respectivamente.

Apesar do glifosato ndo poder ser determinado por cromatografia gasosa
devido a sua temperatura de decomposicdo, ABREU e colaboradores (2008)
desenvolveram um método de determinacéo de glifosato em graos de soja utilizando
a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) precedida por
uma etapa de derivatizacao, a qual foi feita com a adicédo de anidrido trifluoroacético
(TFAA) e trifluoroetanol (TFE), sob aquecimento a 100 °C por 1 hora (Figura 11). O
limite de detecgéo obtido foi de 60 ug L.
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Figura 11. Derivatizagéo do glifosato com TFAA e TFE. Adaptado de ABREU, 2008.

SILVA e colaboradores (2011) desenvolveram um método de determinacdo de
glifosato em produtos formulados e em agua por espectroscopia de refletancia difusa.
A derivatizagéo foi efetuada com p-DAC, transformando o analito em um sal, como
mostra a Figura 12, para que a interacdo do analito com a onda eletromagnética
incidida se desse em comprimento de onda maior que 220 nm, a fim de ndo haver
interferéncia com o ar atmosférico. O limite de deteccdo foi de 7,23 uyg mL* em

comprimento de onda 495 nm.
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Figura 12. Estruturas do reagente p-DAC e o produto cétion iminio da reacdo de
glifosato com p-DAC. Adaptado de SILVA, 2011.
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2.4. VALIDACAO DE METODOS

Afim de assegurar a qualidade dos resultados analiticos que fazem uso de
técnicas cromatograficas, valida-se os métodos de anélise com o objetivo de garantir
a confiabilidade do procedimento definido, ou seja, um novo método analitico para
gerar informagdes confiaveis e legiveis sobre a amostra, deve sofrer uma avaliagdo
denominada validagéo.

Conforme RIBANI e colaboradores (2004) a validacdo de um método é um
processo continuo que comeca no planejamento da estratégia analitica e continua ao
longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia. JA& para LANCAS 2004,
validagdo é o ato ou efeito de validar, dar validade, tornar valido, tornar legitimo ou
legal. A validacdo do método analitico envolve um procedimento o qual prova que o
método fornece os resultados esperados com credibilidade, precisdo e exatidao
adequadas (LANCAS, 2004).

No Brasil, ha guias de validacéo tais como o da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2003), com a Resolugéo - RE n° 899, de 29 de maio de 2003, bem
como do INMETRO com o0 DOQ-CGCRE-008 (revisao 04) de 2011 (INMETRO, 2011).
Os 6rgéos internacionais também dispdem de guias como a Conferéncia Internacional
em Harmonizacdo (ICH, 2005), Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada -
IUPAC (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002) e SANCO (2012).

O Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO) sugere que seja feito planejamento da validacdo levando em
consideracao os seguintes itens: definicdo da aplicacao, objetivo e escopo do método;
definicdo dos parametros de validacdo e critérios de aceitacédo; verificacdo das
caracteristicas de desempenho do equipamento, se as mesmas estdo compativeis
com o exigido pelo método em estudo; qualificagdo dos materiais (por exemplo,
reagentes); planejamento dos experimentos de validacdo, incluindo o tratamento
estatistico, e execucao dos experimentos de validacdo (INMETRO, 2011).

Alguns dos parametros envolvidos no processo de validacdo de métodos analiticos
sdo: curva analitica e linearidade, seletividade, exatidado, precisdo (repetitividade e

precisdo intermediaria), limite de deteccéo e de quantificacao.
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2.4.1. Seletividade

A seletividade de um método, também denominada especificidade € a
capacidade que o mesmo possui em determinar ou medir, com exatiddo, 0 composto
de interesse, na presenca de interferentes do tipo impurezas produtos de degradacéo
e componentes da matriz existentes na amostra (LANCAS, 2004). Pode-se também
dizer que é a habilidade dos métodos de extracao, de purificacdo, de derivacao, do
sistema de separagdo e deteccdo, em realizar a discriminagédo entre o analito de
interesse e outros compostos (SANCO, 2012).

Nos métodos cromatograficos a seletividade € avaliada no sentido de garantir
gue o pico de resposta do analito seja exclusivamente do mesmo e néo de outros
compostos (interferentes) presentes na amostra (PASCHOAL et al.,, 2008). N&o
assegurando a seletividade, a linearidade, a exatidao e a precisédo estardo seriamente
comprometidas (RIBANI et al., 2004).

2.4.2. Exatidao

A exatiddo demonstra o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro (RIBANI et al., 2004; SANCO, 2012). Os procedimentos mais utilizados
para avaliar a exatiddo de um método sdo: materiais de referéncia; comparacao de
métodos; ensaios de recuperacao e adicdo padrao (RIBANI et al., 2004).

Valores aceitos de recuperacao para a analise de substancias a nivel de tracos
€ entre a faixa de 70 a 120% (SANCO, 2012). Porém, dependendo da complexidade
analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com precisdo de até + 15%
(RIBANI et al., 2004).

2.4.3. Precisao

A precisao representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma determinada amostra, amostras semelhantes ou padrdes, obtidos
sob condicées definidas (THOMPSON et al., 2002; RIBANI et al., 2004). E expressa

através da estimativa do desvio padrao (s) ou estimativa do desvio padrao relativo
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(RSD do inglés relative standard deviation) ou coeficiente de variagdo (CV)
(THOMPSOM et al., 2002).

Geralmente determina-se para circunstancias especificas de medicao e as trés
formas mais comuns de se expressa-la sdo: por meio da repetitividade, precisdo
intermediaria e da reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio padrédo
e RSD (INMETRO, 2011).

Segundo LANCAS (2004) a precisao expressa o grau de dispersao entre uma
série de medidas obtidas a partir de multiplos ensaios para uma mesma amostra,
podendo ser estabelecida através da repetibilidade, reprodutibilidade e precisédo
intermediaria, ou seja, nas mesmas condi¢des operacionais e mudando um ou mais
fatores, respectivamente.

A preciséo pode ser numericamente expressa em termos de estimativa do RSD

(Equacéo 1):

RSD% = — x 100 Equagéo (1)
X

m

onde:

s = estimativa do desvio padrdo absoluto = {Z(xi — Xm)2/ N — 1} * ;
x; = valores individuais; xm = média das medidas em replicatas;

N = numero de medidas.

A repetitividade, também denominada de repetibilidade, representa o grau de
concordancia entre os resultados de medi¢cdes sucessivas de um mesmo método,
efetuadas sob as mesmas condicbes de medicdo, chamadas de condi¢cdes de
repetitividade, ou seja, mesmo procedimento de medicdo, mesmo analista, mesmo
equipamento utilizado sob as mesmas condicfes de analise, mesmo local e repeticbes
do ensaio em curto espaco de tempo. O termo repetitividade é adotado pelo
Vocabulario Internacional de Metrologia, sendo utilizado pelo INMETRO. Por outro
lado, a ANVISA utiliza 0 mesmo conceito para o termo repetibilidade (RIBANI et al.,
2004).

A reprodutibilidade € o grau de aceitacdo entre os resultados das medicdes de
uma mesma amostra, efetuadas sob condi¢cbes variadas de analise (mudanca de

operador, local, equipamentos) visando averiguar o desempenho do método em
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relacdo ao de outros laboratorios. Geralmente € obtida através de estudo de
colaboracéo entre laboratérios (RIBANI et al., 2004).

A precisdo intermediaria, também denominada de reprodutibilidade interna,
refere-se a precisédo avaliada sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes,
utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas definindo exatamente quais
as condi¢cbes a variar (uma ou mais), como por exemplo: diferentes analistas,
diferentes equipamentos, e diferentes dias de andlise INMETRO, 2011).

A precisdo intermediaria € reconhecida como a mais representativa da
variabilidade dos resultados em um Unico laboratério e, como tal, mais aconselhavel
de ser adotada. O objetivo de se avaliar a precisdo intermediaria € verificar que no
mesmo laboratério o método fornecerd os mesmos resultados. Esta medida de
precisdo pode ser expressa através da estimativa do RSD (RIBANI et al., 2004). Para
métodos empregados em determinagdes ao nivel de tragos, valores de RSD% de até

20% séao aceitaveis, dependendo da complexidade da amostra (RIBANI et al., 2004).

2.4.4. Limites de deteccédo (LOD) e Limite de quantificacdo (LOQ)

Em condicbes de andlises onde realiza-se determinacdes na faixa de
concentracgao de tracos e ultra-tracos de analitos € imprescindivel que, medidas sejam
feitas na regido do limite de deteccéo (LOD, do inglés limit of detection) e do limite de
guantificacdo (LOQ, do inglés limit of quantification) (RIBANI et al., 2004). O LOD
representa a menor concentracdo da substancia em exame que pode ser detectada,
mas nao quantificada, empregando um determinado procedimento experimental
(INMETRO, 2011). O LOQ é o menor valor de concentracdo em que o analito pode
ser quantificado com certo limite de confianca, ou seja, abaixo deste valor medicdes
nao apresentam confianca suficiente para quantificagdo (THOMPSON et al., 2002).
Para a analise em nivel de tracos, € recomendado adotar o LOQ como a menor
concentracdo da curva analitica (INMETRO, 2011).

Ambos os limites sdo estabelecidos por meio da andlise de solucbes de
concentragfes conhecidas e decrescentes do analito. O LOD e o LOQ geralmente
expressos em unidades de concentracdo, e podem ser calculados de trés maneiras

diferentes: método visual, método relacdo sinal-ruido, método baseado em
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parametros da curva analitica (RIBANI et al., 2004). O LOD e o LOQ foram
estabelecidos de forma que o LOD corresponda a 3 vezes o ruido da linha de base e
0 LOQ corresponda a concentracao que produz uma relacao sinal/ruido superior a 10.

2.4.5. Linearidade e curva analitica

A resposta para um procedimento analitico corresponde a relagdo, dentro de
um intervalo especifico, entre a resposta medida (sinal, area, altura do pico, absor¢ao)
e a concentracdo (quantidade) do analito na amostra (ROZET et al., 2007). Neste

trabalho a resposta adotada sera érea do pico.

A linearidade refere-se a relacdo entre a quantidade introduzida no instrumento
e a gquantidade calculada a partir da curva de analitica, a qual relaciona a resposta
instrumental e a concentracdo (ROZET et al., 2007). A equacao de regressao linear

(Equacéo 2) que relaciona as duas variaveis é:

y=ax+b Equacio (2)
sendo:
y = resposta medida (area do pico);
X = concentracgao;
a = coeficiente angular ; inclinacdo da curva analitica = sensibilidade;

b = coeficiente linear ; interse¢éo com o eixo y, quando x = 0.

O método mais sensivel serd aquele que onde pequenas variacbes de
concentracgao, resultam em uma maior variacao na resposta, ou seja, maior inclinacéo
(a). O numero minimo de pontos geralmente aceitos em graficos de calibracdo varia
entre 5 e 6 pontos, (ANVISA, 2003) ou mais que 6 (INMETRO, 2011). Além dos
coeficientes a e b, também é possivel calcular, a partir dos pontos experimentais, o
coeficiente de correlacao (r), parametro que fornece uma estimativa da qualidade da
curva analitica obtida e quanto mais préximo de 1,0, menor é a dispersao do conjunto
de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressao estimados
(CHUI et al., 2001).
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A fim de verificar se a equacao de regressado é estatisticamente significativa,
podem ser efetuados os testes de ajuste do modelo linear, validade da regresséo, sua
eficiéncia e sua eficiéncia maxima. Um coeficiente de correlacdo maior que 0,999 é
considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao
(RIBANI et al., 2004). Conforme a ANVISA ¢é aceito um coeficiente de correlacéo (r)
de 0,99 (ANVISA, 2003). Pode-se também utilizar do coeficiente de determinagéo (r?)
que é a porcentagem da variacéo da varidvel dependente (y) explicada pela variavel
independente (x), por exemplo, quando r?=0,99 indica que as variaveis dependentes
explicam 99% da variacdo da variavel independente.

Todo experimento de determinacédo da faixa de trabalho € iniciado pela escolha
de uma faixa preliminar. A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicagao para a
gual o ensaio vai ser usado e a concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre
gue possivel, se situar no centro da faixa de trabalho (MUNARETTO, 2011). Dentro
da faixa de trabalho existe uma faixa de resposta linear, desse modo, a resposta do
sinal terd uma relagdo linear com o analito. A extensdo dessa faixa pode ser
estabelecida durante a avaliacdo da faixa de trabalho (INMETRO, 2011).

2.4.6. Efeito Matriz

O efeito matriz € observado como um aumento ou diminuicdo na resposta do
detector na presenca do analito no extrato da matriz comparado com 0 mesmo analito
presente em solvente organico. Para que o efeito matriz seja considerado desprezivel,
a relacdo entre essas curvas deve ser menor ou igual a 20% (CARDOZO, NOBREGA
& ABRANTES, 2008).

2.4.6.1. Efeito matriz em Cromatografia Liquida.

A interferéncia da matriz representa uma desvantagem de praticamente todas
as técnicas instrumentais, inclusive quando utiliza-se Cromatografia Liquida acoplada
a Espectrometria de Massas. Na espectrometria de massas os efeitos de interferéncia
ocorrem em maior frequéncia, como os fenémenos de supresséo de ions, induzidos

pela presenca na matriz de compostos volateis ou capazes de mudar a eficiéncia de
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formacédo de goticulas do analito. Ou ainda, a quantidade de ions formados na fase
gasosa que atingem o detector (GOSETTI et al., 2010).

Diferentes espécies podem ser capazes de provocar a supressao idnica, tais
como espécies presentes como componentes da amostra (e ainda presentes, mesmo
com etapas de purificacdo), por exemplo: espécies ibnicas, compostos polares e
moléculas organicas. Co-extrativos podem também afetar a intensidade do sinal do
analito quando formam adutos ou reagem com o analito na interface do LC-MS/MS.
Outro fator sdo os reagentes adicionados na fase mével, a fim de melhorar o formato
do pico cromatogréfico, tais como sais, pares ibnicos, tampdes e acidos organicos.
Nesse caso, cabe ressaltar que a introducédo continua desses aditivos, através da fase
movel, para dentro da interface resulta na supresséo do sinal durante toda a corrida
cromatografica (GOSETTI et al., 2010).
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3. MATERIAIS E METODOS

Esse estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Analises de Residuos de
Pesticidas (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM), o qual possui acreditacdo segundo os requisitos estabelecidos na
norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005.

3.1. Instrumentacéao

Foram empregados o0s seguintes equipamentos para o desenvolvimento deste estudo:

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct UV3® (Millipore, EUA);
Agitador Vortex - Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);
Balanca analitica de precisdo AUW-220D (Shimadzu, Japéo);
Sonificador — UNIQUE Modelo USC-1400%,

Micropepitadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha);

AN N N N NN

Sistema de Cromatografia I6dnica modelo ICS-4000 da Dionex (Sunnyvale,

California) equipado com:

e Amostrador automatico AS-DV;

e Coluna capilar lonPac™AS19 (250 x 0,4 mm; 7,5 um) de troca anidnica e
coluna guarda lonPac™AG19 (50 x 0,4 mm; 11 pm);

e Cartucho gerador de eluente EGC-KOH capilar;

e Purificador de eluente CR-ATC (coluna de retencdo de anions regenerada
continualmente, do inglés: continuously regenerated aniontrap column);

e Dispositivo removedor de carbonato (CRD 200 capillary);

e Anion Capillary Electrolytic Supressor (ACES 300) no modo reciclar;

e Detector de condutividade;

e Software para aquisicdo de dados Chromeleon 6.8;

v' Sistema LC-MS/MS: Cromatégrafo a Liquido Varian 320-MS, equipado com:

e Espectrometro de Massas modelo, 320-MS triplo quadrupolo (TQ) com
fonte API, utilizando o modo de ionizagéo por eletronebulizacao (Varian,
EUA);

e Amostrador automatico ProStar 410, bomba quaternaria 212-LC, forno

para coluna e sistema de desgaseificacdo (Varian, EUA);
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e Coluna Pursuit XRs Ci1g (150 x 2 mm d.i.; 5 um ) (Varian, EUA);

e Sistema de aquisicdo de dados através do software MS Workstation
Version 6.9.2 (Varian, EUA);
e Sistema gerador de nitrogénio LC/MS 12/2 (Domnick Hunter, Inglaterra).

3.2. Reagentes, solventes e materiais utilizados

v

DN N NN

Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct UV3®, (resistividade de
18,2 MQ, Millipore, EUA);

Hidroxido de Aménio 25%, p.a.;

Padrdo analitico dos 7 anions (F, CI, Br, NOs, PO+ S0.> e NO2) nas
concentracdes de 20, 100,100, 100, 100, 100 e 200 mg L™ respectivamente, da
Dionex (Sunnyvale, California), EUA.

Frascos de polipropileno (vial), capacidade de 1 mL, usados do IC;

Frascos de vidro (vial), capacidade de 1 mL, usados no LC;

Extran® neutro e alcalino (Merck, Brasil);

Tubos de polipropileno de fundo cénico, com tampas de rosquear, capacidade
de 50 e 15 mL;

Vidraria comum de laboratério analitico.

3.3. Amostras branco

Denominam-se amostras “branco”, as amostras isentas dos compostos que

serdo avaliados, utilizadas para a validacdo da metodologia uma vez que isto pode

interferir nas analises, levando a uma quantificacdo errbnea dos compostos de
interesse (INMETRO, 2012; FRIGGI, 2012).

Validou-se a metodologia utilizando agua de torneira de abastecimento publico

(tratada) e agua ultrapura, previamente analisada e isenta de concentracdes acima do

LD para os compostos AMPA e glifosato.



63

3.4. Padrdes analiticos

Os padrdes analiticos solidos de glifosato CAS n° 1071-83-6 e Acido Amino
Metil Fosfénico, (do inglés: Aminomethylphosponic Acid) CAS n° 1066-51-9, foram
adquiridos da empresa Dr. Ehresntorfer GmbH (Ausburg, Alemanha) com grau de
pureza purezas certificadas e rastreaveis de 97,0% e 98,0%.

Para o preparo das solucdes de glifosato e AMPA utilizou-se micropipetas de
volume variavel; tubos de polipropileno (TPP), vidraria aferida como balbes
volumétricos, balanca analitica com precisao.

Inicialmente preparou-se 10,0 mL de solugbes estoque na concentragdo de
1000,0 mg L' de cada um dos compostos em estudo, levando em consideracéo o grau
de pureza dos padroes solidos (RIBANI et al., 2004). Dissolveu-se uma massa de
aproximadamente 10 mg dos padrdes solidos em agua ultrapura e sonificou-se por 20
min para desgaseificacdo. respectivamente. As solucfes padrdes estoque apos
preparadas foram acondicionadas em frascos de polipropileno e armazenadas na
temperatura <5 °C.

A partir das solucdes estoque de 1000,0 mg L, preparou-se 10 mL de uma
mistura contendo ambos 0s compostos na concentracao de 10 mg L%, em agua
ultrapura. Essa solucao foi utilizada para os ensaios de fortificacdo e preparo das

solu¢des analiticas das curvas de calibragao.

3.5. Preparo de amostras

Com o objetivo de apresentar uma metodologia simples descartou-se a etapa
de preparo de amostra e validou-se o método apenas com uma etapa de filtracdo com
filtro seringa de 0,2 um e posteriormente injetou-se nos sistemas cromatograficos.
Com isso ndo foram necessarias etapas exaustivas de derivatizacdo da amostra ou

pré-concentracao e extracao.
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3.6. DETERMINACAO DE GLIFOSATO E AMPA

3.6.1. Cromatografia I6nica Capilar (CIC)

A separacdo cromatografica de compostos por cromatografia ibnica €
geralmente obtida através de experimentos que envolvem diferentes concentracées
do eluente, muitos ensaios utilizam gradientes na forma de rampas de concentracao
por um periodo dentro de uma corrida cromatografica. Para esse estudo podemos
dividi-lo em duas etapas distintas.

Inicialmente desenvolveu-se uma metodologia para a determinacao simultanea
de glifosato e seu principal produto de degradacdo o AMPA em aguas, sem a presenca
de anions inorganicos comuns nesse tipo de matriz, como fluoreto, cloreto, brometo,
nitrito, nitrato, sulfato e fosfato. Em uma segunda etapa, avaliou-se uma metodologia
para a determinacédo de ambos os compostos em estudo, com a presenca dos anions

comuns ja citados.

3.6.1.1. Otimizacdo do sistema cromatografico CIC para a determinacdo de

glifosato e AMPA sem a presenca de anions inorganicos do padréo de 7 anions

(F, ClI, Br, NO2, NO3", SO4* e PO,*).

A etapa inicial para o desenvolvimento de uma metodologia para a
determinacdo de glifosato e AMPA, em aguas, sem a interferéncia dos anions
inorganicos comuns nesse tipo de matriz, consistiu na otimizacdo de parametros
cromatograficos como gradiente de eluicdo de KOH de 10 a 80 mM e vazao de 0,01
mL min-t. Separacéo cromatografica em coluna capilar lonPac™AS19 (250 x 0,4 mm;
7,5 um) de troca anidnica e coluna guarda lonPac™ AG19 (50 x 0,4 mm; 11 um)
seguida de supressao eletrolitica capilar em um sistema modelo ACES 300 no modo

reciclar, volume de injecédo de 0,4 L.
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3.6.1.2. Otimizacdo do sistema cromatografico CIC para a determinacdo de
glifosato e AMPA com a presenca de anions inorganicos do padréo de 7 anions
(F, CI, Br,, NO2, NO3', SO4% e PO>).

Em um segundo momento, avaliou-se uma metodologia para a determinagao
simultdnea de ambos os compostos em estudo, na presenca dos anions inorganicos,
fluoreto, cloreto, brometo, nitrito, nitrato, sulfato e fosfato, ambos comuns nesse tipo
de matriz.

Os parametros cromatograficos otimizados na determinacao anterior, ou seja,
sem os anions comuns, foram utilizados com uma alteragéo no gradiente de eluicao
de KOH de 10 para 90 mM, resultando na separacao de todos os ions em estudo
como 0s anions inorganicos e os ions de glifosato e do AMPA.

3.6.2. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

Com a finalidade de confirmar a presenca dos compostos em estudo na
metodologia proposta, utilizou-se a cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massa devido a capacidade desta técnica de se identificar as moléculas dos
analitos. O modo de ionizacdo empregado foi ionizag&o por eletronebulizacéo (ESI).

As condi¢cGes cromatograficas otimizadas foram: A fase movel solugdo aquosa
de NH4OH 0,01%(v/v) e vazado de 150 pL mint utilizando coluna Pursuit XRs Cis (150

x 2 mm d.i.; 5 um), em tempo total de analise de 3 minutos.

3.6.2.1. Otimizacdo do sistema cromatografico LC-MS/MS para a determinacéao
de glifosato e AMPA

A LC-MS/MS proporciona maior detectabilidade e seletividade comparando-se
com detectores classicos, essa técnica possibilita também a identificacdo e
guantificacdo dos compostos de forma inequivoca. O sistema hifenado LC-MS/MS
possibilita eliminar interferéncias espectrais e minimiza problemas de co-elui¢do entre
as substancias em andlise, sendo esse detector uma ferramenta analitica de grande
importancia para a analise, confirmacdo e quantificacdo dos analitos de interesse
mesmo que em concentragdes minimas no modo SRM. Na sequéncia, serao descritos

0s principais parametros otimizados para o metodo em estudo utilizando a LC-MS/MS.
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3.6.2.1.1. lonizagao dos analitos

Solugdes dos compostos foram introduzidas por infuséo direta (sem coluna) no
sistema ESI/MS/MS a fim de se estabelecer os melhores parametros para a ionizagéo
dessas substancias para avaliar os melhores solventes para obter uma melhor
eficiéncia na ionizacdo. Solu¢des aquosa na concentracao 0,05 e 0,01% de NH4OH
(v/v) foram testadas.

Foram comparados o0s sinais obtidos no modo positivo considerando a
protonacdo, ou seja a molécula recebe um préton M+H* e no modo negativo a
molécula é desprotonada, M-H. Em ambos os casos variou-se a energia do capilar,
gue conduz os ions para o interior do espectrometro de massas, até a obtencéo do
maior sinal analitico em termos de area do pico cromatografico obtido. Os parametros
gue permitiram a obtencdo do sinal mais intenso, foram empregados para etapa
seguinte.

De modo a otimizar as condicdes do espectrometro de massas apds a
realizacao das infusdes, que sao injecdes diretas nesse tipo de detector, com solucéo
analitica padrdo 500 ug L* de cada composto individualmente. A partir das infusGes
foi selecionado o modo de ionizac&o da fonte (eletronebulizacéo positiva ou negativa),
voltagem do capilar, energias de colisdo para que ocorra a fragmentacdo do ion
precursor e sejam gerados ions produtos, temperatura da fonte, temperatura e
pressao do gas de dessolvatacdo para a secagem do solvente.

Apés a escolha destas condi¢cdes, foram selecionadas as transi¢cdes (ion
precursor/ion produto) para o glifosato e para o AMPA. Uma transicdo para

guantificacéo e outra transicdo para confirmacéo ou qualificac&o.

3.6.2.1.2. Escolha do eluente

A escolha da solugédo de NH4OH teve como base trabalhos como MARTINS
JUNIOR (2011) e o EPA Method 539 pela relacdo direta com os mecanismos de
dissociacdo dos analitos e com isso uma melhor ionizacdo no modo negativo.
Empregou-se entdo como fase movel a solucdo aquosa de NH4sOH (v/v) na
concentracdo de 0,01% a uma vazéo de 150 pyL min?, em um tempo total de andlise

de 3 min.
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3.7. VALIDACAO DOS METODOS PARA ANALISE DE GLIFOSATO E AMPA

Definiu-se as melhores condi¢des para os sistemas cromatograficos e realizou-
se a validacdo da metodologia analitica proposta para a determinacgéo de residuos de
glifosato e seu metabolito o AMPA em agua ultrapura e agua de abastecimento publico
(tratada).

Os seguintes parametros foram avaliados para a validacdo do método

desenvolvido:

e Seletividade

e Linearidade e curva analitica

e Limites de deteccado e quantificacédo

e Exatidado através de ensaios de recuperacao
e Precisao

e Efeito matriz.

3.7.1. Seletividade

No estudo da seletividade do método, em ambos os sistemas cromatograficos,
comparou-se as injecdes de uma amostra “branco” de agua ultrapura e de agua de
abastecimento publico (torneira), ou seja, sem a presenca dos compostos em estudos
e uma amostra fortificada na concentracdo de 500 pg L. A seletividade do método
por CIC foi assegurada comparando-se 0s cromatogramas de uma amostra “branco”
com o cromatograma do padrdo dos compostos de interesse, comprovando a néo
influéncia dos anions inorganicos presentes na matriz no mesmo tempo de retencao
dos compostos glifosato e AMPA. Por LC-MS/MS a seletividade foi assegurada pela
auséncia dos ions de quantificacdo e qualificacdo no tempo de retencéo dos analitos

da amostra “branco”.
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3.7.2. Linearidade e Curvas Analiticas

A linearidade de um método analitico € a sua capacidade em fornecer
resultados de medi¢cbes que sejam diretamente proporcionais a concentragéo do
composto de interesse, dentro de uma faixa de aplicagdo do método (INMETRO,
2010). Desse modo, com o intuito de avaliar a linearidade foram preparadas curvas
analiticas nas matrizes em estudo, ou seja, agua ultrapura e agua de abastecimento
publico (tratada) testadas em ambos os sistemas.

Para o preparo das curvas analiticas, a partir do mix de 10 mg L* descrito
conforme item 4.5, preparou-se uma solucao de trabalho na concentracédo de 1 mg L-
! para o preparo dos pontos da curva nas concentracdes de 25, 50, 100, 250, 500 ug
L para as duas técnicas em agua ultrapura e também preparou-se no extrato da

matriz 4gua de abastecimento publico.

3.7.3. Limite de Deteccéo (LOD) e Limite de Quantificacédo (LOQ)

Os LOD e LOQ foram estabelecidos com base no sinal do analito pelo ruido
analitico, conforme descrito na revisdo bibliografica. O LOD é definido como a
concentracdo do analito que resulta um sinal (S) trés vezes maior que o ruido (R) da
linha base, nas proximidades do sinal do analito (LOD = 3 S/R). O LOQ é determinado
como a concentracdo do analito que resulta um sinal dez vezes maior que o ruido
(LOQ =10 S/R).

Os parametros sao referentes aos instrumentos e o LOD; e LOQ; instrumentais,

sdo expressos em g Lt (RIBANI, 2004).

3.7.4. Ensaios de Recuperacao para avalicdo da Exatidao

A determinacéo da exatiddo do método foi resultante das medidas de ensaios
de fortificagcao e de recuperagao. As amostras “branco” foram fortificadas em 4 niveis
de fortificacdo para analise em ambas as técnicas cromatograficas, compreendendo
as faixas de concentracdes de baixa, média e alta, da faixa de uso dos métodos
propostos. A exatiddo do método foi estudada através da realizacéo de 6 replicatas

(n = 6) preparadas independentemente para cada um dos 4 niveis de fortificagdo para
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a metodologia proposta, também preparadas independentemente, e a recuperacao foi
calculada conforme a equacéo (3), de acordo com o guia de validacdo do INMETRO
(2011).

recuperacao (%) = [Clg <, J x100 Equacéo (3)

3

Onde:
C1 = Concentracao determinada na amostra fortificada,;
C., = Concentracao determinada na amostra néo fortificada;

Cs = Concentracao usada para fortificacao.

3.7.5. Preciséo (repetividade)

Para determinar a repetitividade do instrumento (precisdo ou desvio padrao
relativo) realizou-se a injecdo de 6 réplicas de cada nivel de concentracdo (n = 6),
onde cada réplica foi injetada individualmente em uma Unica etapa em ambos o0s
sistemas cromatograficos. Calculou-se a precisao de acordo com a equacao (1) do

desvio padréo relativo (RSD).

3.7.6. Avaliacao do Efeito Matriz

Para a avaliacdo do efeito matriz, realizou-se a comparacdo entre as
inclinacBes das curvas analiticas preparadas em solvente e aquelas preparadas no
extrato “branco” da matriz. O solvente usado para a confecgado da curva foi agua
ultrapura nos dois equipamentos. O célculo foi efetuado através da equacéo (4) e
também preparou-se curvas em matrizes de agua ultrapura (como solvente), dgua
superficial (de acude) e em agua de abastecimento publico buscando verificar o

comportamento de cada matriz.
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. . X, =X
Efeito matriz = % x100 Equacéo (4)

2

Onde:

X1 = inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solugbes analiticas de cada

agrotéxico, preparadas na matriz (agua);

X2 = inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solu¢cbes analiticas de cada
agrotéxico, preparadas em solvente.

3.8. Aplicagdo dos métodos

Aplicou-se os métodos desenvolvidos para determinacéo de Glifosato e AMPA
em aguas de abastecimento publico das cidades de Santa Maria e Sertdo e em agua
dos rios Jacui e Vacacai Mirim no Rio Grande do Sul.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Para a determinagéo dos residuos do herbicida Glifosato e de seu principal
metabdlito o AMPA em &guas utilizou-se neste estudo a Cromatografia I6nica Capilar
e a confirmacdo avaliada por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de
Massas em série, empregando analisador triplo quadrupolo. As condi¢des
cromatograficas estabelecidas para este trabalho foram estabelecidas com base em
estudos desenvolvidos por AMARANTE JUNIOR (2002), RIBEIRO (2011), MARC e
DIMITRAKOPOULOS (2010), utilizados para o auxilio no desenvolvimento de
metodologia em cromatografia idbnica e na cromatografia liquida baseou-se no EPA
Method 539 e nas pesquisas desenvolvidas por MARTINS JUNIOR (2011) e DONATO
(2012).

4.1. CONDICOES CROMATOGRAFICAS OTIMIZADAS PARA A DETERMINACAO
DE GLIFOSATO E AMPA POR CROMATOGRAFIA IONICA CAPILAR

4.1.1. Determinacdo de glifosato e AMPA sem a presenca dos anions

inorganicos do padréo de 7anions (F-, CI', Br,, NO2, NO3", SO e PO4*).

Os parametros cromatograficos otimizados para essa técnica foram descritos
no item 3.6.1.1. Determinacdo de glifosato e AMPA sem a presenca de anions
comuns.

Conforme a Figura 13 compara-se 0s cromatogramas obtidos para uma
amostra “branco” (cromatograma em cor azul) de uma matriz de agua ultrapura e
sobreposto a esse um cromatograma (em cor preta) do padrdo dos compostos na
concentracdo de 500 pg L onde verifica-se que néo influéncia dos anions inorganicos
presentes na matriz durante a analise de glifosato e principalmente o0 AMPA que em
alguns testes e dependendo do gradiente utilizado, co-eluiu com anions como

brometo, nitrito ou nitrato.
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Figura 13. Cromatograma dos compostos determinado por cromatografia ibnica capilar em agua de abastecimento publico.
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4.1.2. Determinacdo de glifosato e AMPA com a presenca dos anions
inorganicos do padrédo de 7 anions (F, CI,, Br, NOz, NOs SO4* e PO4*).

Para este estudo utilizou-se o0 mesmo sistema de cromatografia idbnica descrito
no item 3.1 os parametros cromatograficos otimizados para essa técnica foram
descritos no item 3.6.1.2. Determinacdo de glifosato e AMPA com a presenca de
anions comuns.

Conforme a Figura 14 compara-se 0S cromatogramas obtidos para uma
amostra “branco” (cor azul) de uma matriz de agua ultrapura e sobreposto a esse um
cromatograma (cor preta) do padrdo dos compostos na concentracdo de 500 ug L*
onde verifica-se a separacdo dos compostos em meio a matriz contendo o padrdo de

7 anions inorganicos.
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Figura 14. Cromatograma dos analitos na presenca dos anions inorganicos do padréo de 7anions (F-, CI, Br, NO2, NOs, SO4* e PO4*).
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4.2. CONDICOES CROMATOGRAFICAS OTIMIZADAS PARA A DETERMINACAO
DE GLIFOSATO E AMPA POR LC-MS/MS

O estudo foi desenvolvido em sistema de Cromatografia Liquida utilizando uma
coluna Pursuit XRs C1g (150 x 2,0 mm; 5 um). A fase estacionéaria desta coluna, o C18,
ndo retém os analitos Glifosato e AMPA, mas aumenta o caminho fisico percorrido,
permitindo que o sinal dos mesmos seja detectado apOs tempo suficiente para
estabelecer e estabilizar o spray na interface do MS. Adicionalmente a coluna retém
outros compostos organicos e interferentes da matriz, permitindo uma purificacéo do
eluato para o MS. Periodicamente, apds cada sequéncia de 20 a 30 amostras, foram
feitos ciclos de limpeza da coluna, com solugcbes de 50% da fase movel + metanol e
e posteriormente somente metanol.

A fase movel utilizada foi uma solugcéo aquosa de hidroxido de aménio 0,01%
(v/v) a uma vazéo de 150 uL min't, com tempo total de andlise de 3 min, conforme
condicbes descritas no item 3.6.2.1. Na Figura 15 estdo apresentados os
cromatogramas da amostra “branco” da matriz e da solucdo analitica no extrato da
matriz de agua tratada na concentracéo de 500 pg L™, ndo sendo possivel visualizar
0s picos cromatograficos dos compostos pois no modo de ion total os picos séo

sobrepostos.
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Figura 15. Cromatograma LC-MS/MS do ion total (A) da amostra "branco" da matriz de agua
de abastecimento publico e (B) da solucdo analitica contendo glifosato e AMPA no extrato da

matriz na concentracdo de 500 ug L, obtidos nas condi¢Ges descritas no item 3.6.2.1.

As condi¢cOes de analise foram: temperatura da fonte: 50 °C, temperatura do
gas de dessolvatagado (N2): 250 °C, a pressao do gas de dessolvatacdo: 40 psi e a
pressdo do gas de secagem: 20 psi. Argbnio foi utilizado como gas de colisdo a
pressdao de 1,8 mTorr. As voltagens do shield e da agulha foram 600 e 3000 V,

respectivamente.
Pode-se visualizar na Tabela 6 os agrotéxicos determinados por LC-MS/MS, o

tempo de retencdo, o modo de ionizacdo ESI (+/-), a energia de colisdo das transi¢cdes
monitoradas, juntamente com o0s ions precursores e produtos. Foram selecionadas
duas transicOes caracteristicas para cada analito, sendo que, a transi¢do mais intensa
foi utilizada para a quantificacdo dos compostos e a segunda transicdo mais intensa

para a confirmacdo dos mesmos.
Na Figura 16 esta apresentado o cromatograma obtido por LC-MS/MS no modo

SRM, de uma solucéo analitica na concentracédo de 500 pg L, preparada no extrato

da matriz, juntamente com seus ions de quantificacdo e confirmacao.
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Figura 16. Cromatograma obtido por LC-MS/MS no modo SRM, de uma solucéo analitica (500

ug LY, preparada no extrato da matriz de agua tratada e seus respectivos ifons de

guantificacdo e confirmacédo: A) AMPA e B) Glifosato.

Tabela 6. Agrotoxicos quantificados por LC-MS/MS, tempo de retencdo (tR), modo de

ionizacéo ESI (+/-), ions precursores e produtos e energias de coliséo.

1% Transigao
Quantificacéo

2% Transicao
Confirmagéo

tr ESI lon -
Compostos / Precursor ion Energia ion Energia de
(min) (+/-) (m/2) de )1
Produto colisio Produto colisé@o
(m/z) eV) (m/z) (eV)
1,6 glifosato - 168 81 15,5 124 12,5
1,66 AMPA - 110 63 17,5 80 15
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4.3. VALIDACAO DOS METODOS

Para a validacao do método utilizado neste trabalho utilizando injecao direta da
amostra, ou seja, sem a etapa de preparo de amostras, procedendo-se apenas com
uma etapa de filtragdo com filtro seringa de 0.2 um, seguida pela determinagao por IC
e LC-MS/MS.

Foram utilizadas amostras “branco” de &gua ultrapura e agua tratada (dgua da
torneira) e realizadas fortificacdes em 4 niveis (25, 50; 250 e 500 ug L1), tanto para a
determinacao por IC quanto para LC foram preparadas duas curvas analiticas, uma
em extrato da matriz “branco” de 4gua da torneira e ultrapura. Dessa forma, utilizou-
se as curvas analiticas para avaliar: LOD; e LOQ; e linearidade das curvas analiticas,
sendo LODn e LOQm iguais a LOD; e LOQ)j, respectivamente, pois a metodologia ndo

envolve etapa de extracao.

4.3.1. Seletividade dos métodos

A seletividade proposta foi assegurada em ambas as técnicas cromatograficas.
Pode-se observar através das Figuras 13 e 14 que nos compostos determinados por
IC ndo foi detectada a presenca de qualquer pico nos tempos de retencdo dos
compostos em estudo. No LC apesar dos compostos apresentarem 0 mesmo tempo
de retencéo a seletividade pode ser assegurada através do detector de massas o qual
possibilita a identificacdo e quantificacdo dos compostos de forma inequivoca
eliminando interferéncias espectrais ndo prejudicando a determinacdo dos
compostos. Neste mesmo sentido, nota-se na Figura 16 a caracterizacdo dos
compostos através de seus respectivos ions de quantificacdo e confirmacéo por LC-
MS/MS. Nas condi¢des de ionizacdo da fonte durante a infusdo de solucfes de cada
um dos analitos, observou-se que o glifosato ndo forma ions com m/z (razdo massa
carga) = 110, que corresponderia ao AMPA, com isso, durante o monitoramento das
transicOes de glifosato, enquanto o primeiro quadrupolo (Q1) esta programado para
selecionar o precursor 168 no primeiro quadrupolo, qualquer ion 110 sera excluido,
permitindo a quebra do ion correspondente ao glifosato na camara de colisdo (Q2) e
selecdo dos ions produtos correspondente no segundo quadrupolo (Q3). De forma

analoga, ao selecionar o ion com m/z = 110 do AMPA, os ions com m/z = 168 do
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glifosato serdo ejetados do Q1 e os ions formados na cadmara de colisdo e

selecionados no Q3, corresponderdao somente ao AMPA.

4.3.2. Curva analitica e linearidade

Segundo o INMETRO (2011), a curva analitica deve possuir no minimo cinco
pontos (n&o incluindo o ponto zero). Para este estudo foram utilizados cinco pontos
para a confeccdo das curvas analiticas, tanto no IC quanto para o LC, sendo eles: 25,
50, 100, 250 e 500 ug L, preparadas no extrato da matriz de Agua da torneira e em
agua ultrapura. Todos os compostos apresentaram faixa linear entre 25 e 500 ug L.
A Tabela 9 apresenta as equac¢des da curva analitica e o coeficiente de determinacéo
(r?) preparados em ambas as matrizes dos agrotoxicos em estudo e determinados por

LC e as Tabelas 7 e 8 apresentam os resultados determinados por CIC.

Tabela 7. Equacgdes da curva analitica e o coeficiente de determinacéo (r?) preparados no
extrato da matriz para os compostos juntamente com os anions inorganicos determinados por
CIC.

Compostos Matriz Equacéo da curva analitica r
. H>O
Glifosato y = 0,00012x — 0,00042 0,9998
ultrapura
H>O
AMPA y = 0,00004x — 0,00088 0,9994
ultrapura

Tabela 8. Equacdes da curva analitica e o coeficiente de determinacéo (r?) preparados no
extrato da matriz para os compostos sem a presenc¢a dos anions inorganicos determinados
por CIC.

Compostos Matriz Equacédo da curva analitica r2
Glifosato H:0 Qa y = 0,00011x — 0,00044 0,9999
torneira
AMPA H:0 (.ja y = 0,00005x — 0,00142 0,9989
torneira
. H.O
Glifosato y = 0,0001x — 0,0003 0,9999
ultrapura
H.O
AMPA y = 0,00004x — 0,00032 0,9988

ultrapura
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Tabela 9. Equagdes da curva analitica e o coeficiente de determinagdo (r?) preparados no
extrato da matriz para os compostos determinados por LC-MS/MS.

Compostos Matriz Equacdo da curva analitica r2
Glifosato H-0 Qa y = 2634605,93x — 49568331,86 0,9902
torneira
AMPA H-0 QIa y = 3318864,09x — 32819643,41 0,9986
torneira
. H.O
Glifosato y = 3054055,67x + 105307519,97 0,9972
ultrapura
H.O _
AMPA y = 6129602,39x + 101946213,43 0,9989
ultrapura

Conforme os resultados obtidos, pode-se concluir que os modelos (CIC e LC-
MS/MS) séo lineares e adequados, visto que todos os agrotoxicos apresentam
coeficiente de determinacéo (r?) maior ou igual que 0,99, em ambas as técnicas, e

assim de acordo com as orientacdes do INMETRO e da ANVISA.
4.3.3. Exatidao (ensaio de recuperacédo) e Preciséo (repetitividade)

Os compostos foram estudados em amostras de agua ultrapura e agua do
sistema de abastecimento publico (tratada) nos niveis de fortificacéo de 25, 50, 250 e
500 pg L%, nos quais foram preparadas seis replicatas para cada nivel de
concentracdo (n=6), onde cada réplica foi injetada individualmente em uma Unica
etapa para cada sistema cromatografico.

A Tabela 10 apresenta os resultados das recuperacdes meédias (n=6)
percentuais e 0 RSD% para ambos 0os compostos em estudos determinados por LC e
nas Tabelas 11 e 12 encontram-se o0s resultados obtidos por CIC. Estes foram
fortificados em agua ultrapura e em agua da torneira, nos niveis de 25, 50, 250 e 500
ug L2, alcancando o limite estipulado pela portaria 2914 de 2011 do Ministério da
Saude.

Os valores de recuperacao foram calculados utilizando-se as curvas analiticas
preparadas no extrato da matriz. Neste trabalho seguiu-se a recomendacdo de
validacdo de métodos cromatograficos, na qual os valores de recuperacdo devem
estar entre 70 e 120%, com RSD < 20% (RIBANI et al., 2004; SANCO, 2012).
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A metodologia apresentou percentuais de recuperacao ficando na faixa de 79

— 105% na técnica de LC-MS/MS e entre 70 — 113% na determinacao por CIC, para

ambos os compostos com valores dentro do recomendado.

Tabela 10. Percentuais de recuperac¢do e RSD nos niveis de concentragdo de 25, 50, 250 e

500 pg L' no LC-MS/MS.

Niveis de Fortificacdo (ug L™)

Compostos Matriz 25 250 500
rec RSD rec RSD rec RSD rec (%) RSD
% ) %) %) (%) (%N RO )
Glif H.O da
lfosato torneira 102,072 991 103 982 52 94,2 6,1
H.O da
AMPA torneira 985 57 870 40 795 46 930 4,2
lif H.O
Glifosato ultrapura 1051 51 967 101 999 29 937 4,1
H.0
AMPA ultrapura 97,8 140 841 133 903 41 802 7,4

Tabela 11. Percentuais de recuperacédo (rec) e RSD nos niveis de concentracdo de 25, 50,
250 e 500 pg L para os compostos sem a presenca dos anions inorganicos determinados

por CIC.

Niveis de Fortificac&o (ug L™)

Compostos Matriz 25 250 500
rec RSD rec RSD rec RSD rec (%) RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) Y )
lif H.O da
Glifosato torneira 814 69 86 33 1010 1,4 1039 0,7
H.O da
AMPA torneira 91,7 3,7 923 52 1082 35 706 3,3
lif H>0O
Glifosato ultrapura 929 92 987 100 1021 13 98,0 0,8
H.0
AMPA 853 67 810 78 987 10 1035 07

ultrapura
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Tabela 12. Percentuais de recuperacdo e RSD nos niveis de concentracdo de 25, 50, 250 e
500 pg L-1 para os compostos com a presenga dos anions inorganicos determinados por CIC.

Niveis de Fortificacdo (ug L™)

Compostos Matriz 25 50 250 500
rec RSD rec RSD rec RSD rec (%) RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%) Y (%)
Glit H.0
ifosato ultrapura 958 61 936 65 1046 16 1026 07
H.O
AMPA ultrapura 113 48 790 47 1014 09 92,8 6,6

Para determinar a repetitividade do instrumento (precisdo ou desvio padrdo
relativo) avaliou-se a proximidade dos resultados obtidos nas inje¢des das réplicas de
cada nivel de concentracdo das fortificacdes. Expressou-se a precisdao do método
através do desvio padréao relativo (RSD%) da série de medidas.

Conforme SANCO (2012), a precisdo depende da concentracéo do analito, da
matriz avaliada e da técnica de analise, devendo os resultados ficarem <20%. De
acordo com a tabelas citadas os valores de RSD% ficaram entre 2,85 — 14% para as
medidas por LC e entre 1 — 10% para a determinacdo por IC de de ambos os

compostos em agua ultrapura e agua tratada.

4.3.4. Determinacao dos valores de LOD e do LOQ

Os valores alcancados para os limites de deteccdo e de quantificacdo foram
obtidos através da relacao sinal/ruido. Para a avaliacdo desses parametros foi injetado
no IC e no LC uma mistura dos agrotoxicos nas concentragdes 25, 50,100, 250 e 500
ug L?, preparadas no extrato da matriz de agua ultrapura e agua tratada.
Posteriormente avaliou-se 0s cromatogramas obtidos, e verificou-se qual delas
forneceu uma relacao sinal ruido superior a 10 (LOQ = 10S/R) definido como Limite
de Quantificacdo do instrumento (LOQ;). O valor do LOQ; foi de 25 pg Lt e o limite de
Deteccao do instrumento foi obtido dividindo o LOQ; por 3,33, sendo assim, o LOD; foi
de 7,5 ug L para os compostos em estudo nos dois sistemas cromatograficos usados

para a mediacao.
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Estes valores sdo considerados satisfatorios, pois com os limites de
quantificacéo alcangados, consegue-se atingir aos valores maximos permitidos (VMP)
permitidos para os agrotoxicos em agua potavel, estabelecidos pela portaria 2914, de
14 de dezembro de 2011, do ministério da satde onde determinag¢éo um valor de 500

g L.

4.3.5. Efeito Matriz

O efeito matriz é o efeito observado pelo aumento ou supressao significativo do
sinal analitico, para um determinado composto, presente no extrato da matriz,
comparado com o sinal analitico obtido para 0 mesmo analito em solvente organico
avalia-se comparando-se a inclinagdo das curvas analiticas no solvente e na matriz a
partir da equacao 4 e considera-se efeito matriz os resultados obtidos com valores
acima de 20%( CARDOSO, NOBREGA & ABRANTES, 2008).

Na Tabela 13 sdo mostrados os resultados dos testes obtidos para se avaliar o
efeito matriz em LC-MS/MS em agua superficial (de acude) e agua de abastecimento
publico (tratada), usando como solvente a agua ultrapura e confirmados conforme

Figura 18. Os calculos para a avaliacao foram feitos conforme a equacéao (4).

Tabela 13. Efeito matriz dos compostos avaliados por LC-MS/MS.

Compostos Matriz Efeito Matriz (%)
Glifosato H.O tratada 54,9
AMPA H2O tratada 6,1
Glifosato H20 supeficial 21,0

AMPA H-0 superficial 43,1




84

Comparando-se os valores obtidos por LC-MS/MS com os obtidos por CIC,
nota-se que a agua de abastecimento publico apresentou influéncia da matriz para o
glifosato conforme dados da Tabela 13. Esse efeito pode ter sido causado pelo fato
de que esse tipo de matriz é retirada de corpo d’agua, submetida a tratamento
convencional e posteriormente clorada o que pode ocasionar a cloragéo do glifosato.
J& a 4gua superficial (de acude) apresentou valores acima do recomendado de efeito
matriz que é 20% (CARDOSO, NOBREGA & ABRANTES 2008).

Tabela 14. Efeito matriz dos compostos avaliados por CIC.

Compostos Matriz Efeito Matriz (%)
Glifosato H-O tratada 1,3
AMPA H.O tratada 1,9
Glifosato H2O superficial 4.1
AMPA H20O superficial 3,8

Avaliando-se os resultados obtidos por CIC pode-se notar que nao houve
interferéncia da matriz na determinacédo dos compostos conforme Figura 20 e Tabela
14. Esse efeito de matriz € mais significativo na analise de agrotoxicos quando estes
se encontram em concentra¢des mais baixas ou quando a proporcédo de componentes
da matriz/analito € muito alta. Os componentes das matrizes aquosas que podem
influenciar na analise sdo: matéria organica, acidos humicos, acidos fumicos, bem
COmo 0s sais presentes nas amostras de agua (PINHO et al., 2009).

Grande parte da matéria organica contida em aguas naturais encontra-se como
substancias humicas. Essas substancias sdo uma mistura complexas de moléculas
com alto peso molecular, semelhantes entre si e formadas pela decomposicao de
plantas e organismos aquaticos (TOSCANO et al., 2000).

As interacdes das substancias humicas com compostos organicos, como por
exemplo, os agrotdoxicos estdo relacionados com efeitos de adsorcdo, efeitos
solubilizantes, hidrélises e fotossensibilizantes. Processos estes, que quando
presentes nas amostras aquosas, mesmo em baixas concentragfes, acabam
influenciando na detec¢do e ou na ionizagdo do analito na analise cromatografica
(TOSCANO et al., 2000).
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Portanto, como os analitos apresentaram coeficientes de correlag&o superiores
a 0,99 demonstrando que ndo ha problemas de variagdo da resposta linear dos
compostos por estarem diluidos em brancos da matriz e também por apresentarem
meédia de recuperacgdo na faixa de 79 — 105% por LC-MS/MS e 70 — 113% por CIC
com coeficiente de variagdo (RSD) entre 2,85 — 14% e 1 — 10%, respectivamente,
pode-se assegurar que mesmo com a influéncia da matriz no sinal dos analitos, a
linearidade da resposta, bons indices de recuperacdo e RSD também sao mantidos e
as quantificacdes das amostras podem ser realizadas por ambas as técnicas, mas
mostrando a necessidade de realizar a quantificacdo dos compostos empregando
curvas preparadas no extrato da matriz quando empregada a técnica LC-MS/MS. Isto
explica a maior precisdo e a ndo interferéncia da matriz na analise por CIC, pois ndo
h&d uma etapa de ionizagéo, diferentemente do que ocorre no sistema LC-MS/MS,

onde a matriz afeta a eficiéncia de ionizagao.
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Figura 17. Resultados dos testes de efeito matriz em CIC.



86

Glifosato AMPA

éxrea

» e e
S Y B
L ] 0 [
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500
Concentracio pg L1 . }
Concentragao pg L™
eH20 tratada  « H20 superficial H20 ultrapura s H20 ultrapura  #H20 tratada H20 superficial

Figura 18. Resultados dos testes de efeito matriz em LC-MS/MS.

4.3.6. Aplicag&do do método

A aplicacdo do método desenvolvido em amostra real de agua de
abastecimento publico e em agua ultrapura mostrou bom desempenho, estando de
acordo com os critérios de adequacao de métodos cromatograficos.

O procedimento proposto foi aplicado a fim de determinar se as matrizes
continham algum nivel de concentragdo dos compostos analisados. Ndo houve
deteccdo nas amostras de agua de abastecimento publico das cidades do Sertédo e

de Santa Maria, bem como nas amostras de agua dos rios Jacui e Vacacai Mirim.
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5. CONCLUSOES

A producéo agricola no Brasil desempenha um importante papel na economia
e desenvolvimento do pais, sendo um investimento de grande rentabilidade e
constante expanséo. Associado a isto, estd o0 consumo cada vez mais expressivo de
agrotoxicos para garantia do aumento da produtividade. Em contrapartida, o uso
abundante de agrotdxicos pode ocasionar a contaminacdo dos sistemas hidricos
superficiais e subterraneos potencialmente utilizados para o consumo humano. Sendo
assim, este estudo concentrou-se no desenvolvimento e validacdo de um método
analitico para monitorar residuos do herbicida glifosato e seu metabdlito o AMPA,
aplicado intensamente desde 1971 em diferentes culturas para a prevenir, reduzir ou
destruir plantas daninhas. Devido as suas rotas de degradacéo esse produto pode
entdo contaminar recursos hidricos utilizados para o consumo humano.

A escolha desses analitos buscou atingir o Valore Maximo Permitido (VMP)
estabelecido pela Portaria 2914. Devido a esses dois compostos selecionados
apresentarem caracteristicas peculiares, ndo podendo ser incluidos em método
multiresiduo, avaliou-se uma metodologia empregando CIC e LC-MS/MS.

Essas técnicas demonstraram ser ideais para a determinacéo de residuos de
glifosato e de AMPA, visto que CIC permite a separacdo dos compostos por troca
ibnica e posteriormente deteccdo por condutividade com isso apresentando boa
precisao, ja o a técnica de LC-MS/MS usando acoplamento com a espectrometria de
massas possibilita elevada detectabilidade e seletividade. Além disso, permite realizar
uma analise qualitativa, obtida a partir de fragmentos de massas caracteristicos de
cada analito, e quantitativa, através do modo de aquisicdo SRM.

As condicGes cromatograficas otimizadas tanto no CIC quanto no LC-MS/MS
permitiram a identificacdo e quantificacdo dos compostos em estudo, num tempo total
de analise de 40 min e de 3 min respectivamente e tempo de retencdo dos compostos
de 13 min para o AMPA nas determinacdes por CIC e de 1,6 min na LC-MS/MS. Ja
para o glifosato o tempo de retencéo variou na determinacao por CIC, ficando em 24
min na andlise junto aos anions F-, Cl-, Br, NO2,, NOs", SO4* e PO4*, e em 32 min na
analise sem o padrdo desses anions.

Os resultados obtidos para os parametros avaliados na validagcdo do método

foram satisfatorios. Ambos os agrotéxicos em estudo apresentaram boa linearidade
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das curvas analiticas, com coeficientes de determinagdo maiores que 0,99 na faixa
entre 25 e 500 pg L.

As recuperacdes do método estiveram entre 70 e 120%, e os valores de
precisédo obtidos ficaram dentro do limite aceitavel (RSD < 20%).

O método quando aplicado em amostras reais de agua apesar de ndo ser
detectado residuo nenhum residuo desses herbicidas, mostrou-se que pode ser
aplicado conforme avaliacdo dos resultados dos parametros de validagédo. A Portaria
2914 estabelece em 500 pg L™ o limite para a soma de glifosato + AMPA.

Portanto, conclui-se que o método proposto para a determinagéo de residuos
de agrotoxicos em agua potavel utilizando CIC e LC-(ESI)MS/MS mostrou-se eficaz
por atender as os parametros de validacdo de métodos cromatograficos.

Considerando-se que os resultados obtidos como a linearidade da resposta,
bons indices de recuperacdo e RSD sdo mantidos e as quantificacdes das amostras
podem ser realizadas por ambas as técnicas, mas mostrando a necessidade de
realizar a quantificacdo dos compostos empregando curvas preparadas no extrato da
matriz, pode-se afirmar que os objetivos tracados para este trabalho foram atingidos
e 0o método pode ser aplicado em analise de rotina laboratorial, a metodologia proposta
apresentou vantagens pois contempla injecdo direta da amostra no sistema sem a
necessidade de etapas exaustivas de pré-concentracéo, extracao e derivatizacao nas
duas técnicas de determinacdo, além de ser uma excelente ferramenta para
programas de monitoramento de residuos do herbicida glifosato e seu metabdlito
AMPA em agua destinada ao consumo humano e também atende a legislacéo

vigente.
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7. ENCAMINHAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

Conforme o andamento das atividades laboratoriais gera-se uma quantidade
significativa de residuos liquidos e sdlidos. Esses devem ser tratados ou descartados
de forma adequada para que os mesmos nao acabem contaminado o ambiente.

Neste sentido, os residuos gerados durante o desenvolvimento da metodologia
foram armazenados em recipientes adequados, devidamente separados, identificados
e encaminhados ao almoxarifado do Departamento de Quimica (DQ) da UFSM. O DQ
€ responsavel pela destinacdo dos residuos gerados que serdo posteriormente

tratados por uma empresa terceirizada capacitada essa finalidade.

8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Continuar a avaliacdo da aplicabilidade do método no monitoramento de
diferentes amostras de agua, como por exemplo, agua superficial, agua tratada e
também, dgua mineral e agua subterranea determinando a presenca e a concentracao

de residuos dos herbicidas em estudados.

Avaliar a necessidade de descloracdo da agua tratada antes da analise, afim

de verificar a degradacao do glifosato pelo cloro residual presente amostra.

Aumentar o escopo de herbicidas altamente polares.

Testar outras condicfes na separacdo cromatografica como outros tipos de

colunas analiticas, a fim de obter melhores resultados para os compostos avaliados.

Aplicar o método para outros tipos de matrizes.



