UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS NATURAIS E EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Karine Reinke

DETERMINACAO DE F\’AESI'DUOS DE GLIFOSATO E ACIDO
AMINOMETILFOSFONICO EM AGUA EMPREGANDO
DERIVATIZACAO COM FMOC-CI E LC-MS/MS

Santa Maria, RS
2020



Karine Reinke

DETERMINAACAO DE RESIDUOS DE GLIFOSATO E ACIDO )
AMINOMETILFOSFONICO EM AGUA EMPREGANDO DERIVATIZACAO COM
FMOC-CI| E LC-MS/MS

Dissertacao apresentada ao Curso de Pos-
Graduacgdo em Quimica, da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM, RS), como
requisito parcial para obtencao do titulo de
Mestre em Quimica.

Orientadora: Prof2 Dr2. Martha Bohrer Adaime

Santa Maria, RS
2020



Rei nke, Karine }

Det ermi nagdo de Residuos de G ifosato e Acido
Ami nonetil f osf 6ni co em Agua Enpregando Derivati zagdo com
FMOC-C e LC-Ms/Ms / Karine Reinke.- 2020.

82 f.; 30 cm

Oientadora: Martha Bohrer Adai ne

Coori entadora: Renato Zanella

Di ssertacdo (nmestrado) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Ci éncias Naturais e Exatas, Programa de
Pés- Graduagcao em Quimica, RS, 2020

1. Preparo de anpbstra de agua 2. Derivatizacdo de
difosato e AMPA 3. LC-M5/MS |. Bohrer Adaine, Martha
I'l. Zanella, Renato |Il. Titulo.

Si stema de geracdo automatica de ficha catal ografica da UFSM Dados forneci dos pel o
autor(a). Sob supervisédo da Direcdo da Divisdo de Processos Técnicos da Biblioteca
Central. Bibliotecaria responsavel Paula Schoenfeldt Patta CRB 10/1728.

Decl aro, KARI NE REI NKE, para os devidos fins e sob as penas da lei, que
a pesqui sa constante neste trabal ho de conclusdo de curso (D ssertacao)
foi por nim elaborada e que as informagBes necessarias objeto de
consulta emliteratura e outras fontes estdo devi damente referenci adas.
Decl aro, ainda, que este trabalho ou parte dele nédo foi apresentado
anteriornente para obtencdo de qual quer outro grau académ co, estando
ciente de que a inveracidade da presente declaracdo podera resultar na
anul acdo da titulacdo pela Universidade, entre outras consequéncias
| egai s.



Karine Reinke

DETERMINAACAO DE RESIDUOS DE GLIFOSATO E ACIDO )
AMINOMETILFOSFONICO EM AGUA EMPREGANDO DERIVATIZACAO COM
FMOC-CI| E LC-MS/MS

Dissertacao apresentada ao Curso de Pos-
Graduagdo em Quimica, da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM, RS), como
requisito parcial para obtencao do titulo de
Mestre em Quimica.

Aprovado em 21 de fevereiro de 2020:
}ACA:L A )\;)L/'**"*

Martha Bohrer Adaime, Dra. (UFSM)
(Presidente/Orientadora)

Fabio Ferreira Gongalves, Dr. (FURG)

Osmar Damian Prestes, Dr. (UFSM)

Santa Maria, RS
2020



AGRADECIMENTOS

A concretizacdo deste trabalho ocorreu, principalmente, pelo auxilio,
compreensao e dedicacdo de varias pessoas. Agradeco a todos que, de alguma
forma, contribuiram para a conclusao deste estudo e, de uma maneira especial,
agradeco:

A Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), ao Programa de Pds-
graduacdo em Quimica (PPGQ) e ao Laboratério de Analises de Residuos de
Pesticidas (LARP) pela possibilidade de execucao deste trabalho.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) pelo incentivo a pesquisa e pelo auxilio financeiro.

A Prof2 Dra, Martha Bohrer Adaime, pela orientacdo, pelos ensinamentos e
pelo exemplo profissional, além do acompanhamento das atividades desempenhadas
na elaboracéo deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Osmar Damian Prestes e ao Prof. Dr. Fabio Ferreira Gongalves,
pela participagcédo na banca examinadora desta dissertacao e pelas valiosas sugestbes
que contribuiram para o aperfeicoamento deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Renato Zanella por todas sugestdes e contribuicbes durante a
execucao deste trabalho.

Aos professores e funcionarios do PPGQ por contribuirem diretamente na
conquista deste titulo.

Aos colegas do LARP, pelo convivio, amizade e contribuicbes durante o
desenvolvimento deste trabalho.

Ao meu namorado e colega Gabriel, pela dedicacdo, carinho, paciéncia,
companheirismo e incentivo diario que necessitei em todos 0s momentos nessa
caminhada, além de sua contribuicdo para concretizacéo deste trabalho.

Aos meus pais Hugo e Karin por todo o amor, incentivo e apoio em todos 0s
momentos, porque sempre acreditaram na minha capacidade e tudo que conquistei
na minha vida foi gragas a eles. Aos meus irmédos Andreas, Cassiano, Martha e

Mathias por todo o convivio e carinho.



RESUMO

DETERMINAGCAO DE RESIDUOS DE GLIFOSATO E ACIDO _
AMINOMETILFOSFONICO EM AGUA EMPREGANDO DERIVATIZAGAO COM
FMOC-CI E LC-MS/MS

AUTORA: Karine Reinke
ORIENTADORA: Martha Bohrer Adaime

Um meétodo simples e facil baseado na derivatizacdo para determinacéo de glifosato
e acido aminometilfosfénico (AMPA) em agua e subsequente determinagdo por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série (LC-MS/MS) foi
avaliado. Parametros intrinsecos da técnica de derivatizacdo, como tempo de
derivatizacao, volume de solucédo derivatizante, volume e composicéo da solucao de
limpeza foram investigados para garantir o melhor desempenho do método proposto.
Além disso, foram avaliados dois modos de preparacao da curva analitica: 1) preparar
0s pontos da curva individualmente (curva derivatizada) e 2) derivatizar um ponto de
alta concentracao e preparar a curva a partir de suas diluicdes em agua (curva diluida).
A estabilidade do glifosato e AMPA nas solucdes derivatizadas foram avaliadas em
temperatura ambiente (15-25 °C) e sob refrigeragdo (<10 °C) durante 28 dias. A
condigcdo experimental ideal consistiu em 30 min de detivatizacdo de 2 mL de agua
com 3 mL de cloroformato de 9-fluorenilmetil (FMOC-CI). Foram utilizados 6 mL de
acetato de etila como solvente de limpeza por ser mais eficiente na remocgéo de
interferentes, além de ser um solvente ambientalmente amigavel quando comparado
ao diclorometano. As curvas analiticas foram preparadas a partir de diluicdes de uma
solucédo padrédo derivatizada de 100 pg L™ e apresentaram linearidade de 0,5 a 20 ug
L-1. A precisdo e a precisdo intermediaria foram de 79 a 119% e RSD <20% em agua
potavel e superficial, ndo apresentando efeito matriz (<+20%). O limite de
quantificacdo (LOQ) para glifosato e AMPA foi de 0,5 ug L. Apds a validacéo, o
método foi aplicado em 38 amostras de 4gua de cidades dos estados do Rio Grande
do Sul e Mato Grosso (Brasil), apresentando quatro amostras positivas para glifosato
e uma para AMPA. O método proposto provou ser uma ferramenta adequada para o
monitoramento de glifosato e AMPA em amostras de agua.

Palavras-chave: Agua. Preparo de amostra. Derivatizacdo. Glifosato. AMPA. LC-
MS/MS.



ABSTRACT

DETERMINATION OF GLYPHOSATE AND AMINOMETHYLPHOSPHONIC ACID
WASTE IN WATER USING DERIVATIZATION WITH FMOC-CI AND
LC-MS/MS

AUTHOR: Karine Reinke
ADVISOR: Martha Bohrer Adaime

A simple and easy method based on the derivatization for determinacao of glyphosate
and aminomethylphosphonic acid (AMPA) in water and subsequent determination by
liquid chromatography coupled with mass spectrometry in series (LC-MS/MS) was
evaluated. Intrinsic parameters of the derivatization technique, such as derivatization
time, derivatizer volume, cleaning solution volume and composition were investigated
in order to ensure the best performance of the proposed method. In addition, two
methods of preparing the analytical curve were evaluated: 1) prepare the points of the
curve individually (derivatized curve) and 2) derivatize a point of high concentration
and prepare the curve from its dilutions in water (diluted curve). The stability of
glyphosate and AMPA in derivatized solutions were evaluated at room temperature
(15-25 °C) and under refrigeration (<10 ° C) for 28 days. The ideal experimental
condition consisted of 30 min of privatization of 2 ml of water with 3 ml of 9-
fluorenylmethyl chloroformate (FMOC-CI). 6 mL of ethyl acetate was used as a
cleaning solvent because it is more efficient at removing interferents, in addition to
being an environmentally friendly solvent when compared to dichloromethane. The
analytical curves were prepared from dilutions of a derivatized standard solution of 100
ug L and presented linearity of 0.5 to 20 pug L. The accuracy and intermediate
precision were 79 to 119% and RSD < 20%, in water of tap and river, with no matrix
effect (<+20%). The qualification limits (LOQ) for glyphosate and AMPA were 0.5 pg L
1, After validation, the method was applied to 38 samples from cities in states of Rio
Grande do Sul and Mato Grosso (Brazil), with four positive samples for glyphosate and
one for AMPA. The proposed method proved to be an adequate tool for monitoring
glyphosate and AMPA in water samples.

Keywords: Water. Sample preparation. Derivatization. Glyphosate. AMPA. LC-
MS/MS.
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1 INTRODUCAO

O comércio mundial de agrotoxicos cresce a cada ano. O uso de herbicidas é
destacado devido a sua agao contra as ervas daninhas no campo. O glifosato (GLI) é
utiizado desde 1971 como herbicida, sendo considerado o herbicida mais
comercializado no mundo. E um organofosforado, sistemético, de amplo espectro, ndo
seletivo e pds-emergente. A degradagdo no ambiente ocorre principalmente devido a
condicBes bioldgicas, formando o acido amonometilfosfénico (AMPA) como principal
metabdlito. Uma vez usado, o glifosato e seu metabdlito AMPA podem contaminar o
solo e a agua, causando danos ambientais (FRANZ; MAO; SIKORSKI, 1997;
AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

O limite maximo de residuos (LMR) do glifosato juntamente com o seu
metabdlito AMPA para a agua potavel no Brasil é de 500 pg Lt (BRASIL, 2017),
enquanto na Unido Europeia o limite é de 0,1 pug L para os compostos isolados e 0,5
ug L para a soma total de agrotéxicos (96/23/EC, 2002). Nos Estados Unidos, o LMR
aceito para residuos de glifosato na agua potavel é de 700 ug L (EPA, 2017).

A determinacdo desses compostos em baixos niveis de concentracdo é
considerada desafiadora devido as suas propriedades fisico-quimicas: altamente
polar, carater anfotérico, tamanho da molécula, dentre outras (AMARANTE JUNIOR
et al., 2002), havendo poucos métodos descritos na literatura para determinacéo de
glifosato e AMPA. Devido a tais propriedades, a mobilidade do glifosato no solo é
baixa e sua presenca nas aguas subterrAneas é inesperada. Entretanto, a
contaminacgao das aguas superficiais pode ocorrer pela erosdo e escoamento do solo,
ou mesmo pelo uso do herbicida em lavouras e areas préximos a ambientes aquaticos
(APARICIO et al., 2013). Portanto, ha uma necessidade notavel de desenvolver
meétodos analiticos apropriados para monitorar a presenca de glifosato e AMPA em
amostras ambientais.

Geralmente, duas abordagens analiticas podem ser usadas para a
determinacao de glifosato e AMPA em amostras de agua: a analise direta ou a analise
indireta (derivatizac&o). A andlise direta € geralmente mais rapida, pois elimina a etapa
de derivatizacdo. Entretanto, para viabilizar sua execucdo, € necessario o uso de
colunas especificas com alto valor agregado, como colunas de cromatografia ibnica
(IC, do inglés ion chromatography) (GUO; CAI; YANG, 2007; MATOS, 2014), interacao

hidrofilica (JENSEN et al., 2016) ou interacao hidrofilica mista (troca anibnica fraca)
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(CHEN et al.,, 2012). Por outro lado, a derivatizacdo (andlise indireta) oferece a
possibilidade de melhorar o comportamento cromatografico desses compostos,
permitindo o uso de colunas convencionais, como as colunas de C18 (RONCO et al.,
2016).

A reacdo com cloroformato de 9-fluorenilmetil (FMOC-CI) é usada em
combinacdo com as técnicas de espectrofotometria de absorcdo molecular
(CATRINCK et al.,, 2014), deteccdo de fluorescéncia (BOHN et al.,, 2014; DE
LLASERA, 2005) e espectrometria de massas (MS, do inglés mass spectrometry)
(GREY; NGUYEN; YANG, 2001). Atualmente, a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em série (LC-MS/MS, do inglés liquid chromatography
coupled with mass spectrometry) € a técnica mais utilizada para determinacédo de
glifosato e AMPA devido a sua alta seletividade e sensibilidade. No entanto, a
derivatizacdo com FMOC-CI apresenta alguns desafios quando a andlise € realizada
em sistemas de MS, como a necessidade de usar tampdes ndo volateis para ajustar
o pH das amostras (EHLING; REDDY, 2015; GOSCINNY et al., 2012; POIGER et al.,
2017). Além disso, ha necessidade do uso de solventes na etapa de limpeza para
remover o excesso de FMOC-CI e seus subprodutos, sendo o principal o FMOC-OH.
Catrink e colaboradores (2014) descreveram o uso de éter dietilico e acetato de etila,
engquanto Ronco e colaboradores (2016) usaram diclorometano na etapa de limpeza.
Portanto, o uso de uma técnica de derivatizacdo que assegure a conversao completa
de glifosato e AMPA seguido de uma etapa de limpeza eficiente, melhora o método

analitico quando associado a técnica de LC-MS/MS.

1.1 OBJETIVO

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi aplicar um método simples e
rapido baseado na derivatizacdo de glifosato e AMPA com FMOC-C|I em agua

superficial e potavel e subsequente determinacéo por LC-MS/MS.

1.1.1Objetivos especificos

- Avaliar o tempo necessario para a conversao quantitativa de glifosato e AMPA nas

suas formas derivatizadas GLI-FMOC e AMPA-FMOC, respectivamente;
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- Avaliar dois modos de preparo da curva analitica: 1) curva derivatizada e 2) curva
diluida;

- Avaliar o uso de diclorometano e acetato de etila ha etapa de limpeza;

- Aplicar planejamento fatorial 22 para avaliar parametros relacionados ao preparo de
amostra,;

- Avaliar a estabilidade do GLI-FMOC e AMPA-FMOC nas solugcdes derivatizadas
mantidas em: 1) temperatura ambiente (15 a 25 °C) e 2) refrigerada (<10 °C);

- Validar o método otimizado; e

- Aplicar o método em amostras de agua superficial e potavel.
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2 REVISAO

2.1 OS AGROTOXICOS

O uso de substancias quimicas na agricultura é conhecido desde a antiguidade,
principalmente para o combate de insetos. Ha registros da utilizagdo de arsénio e
enxofre para o controle de insetos em escrituras romanas e gregas. Ja na ldade
Média, destacou-se o0 uso do arsénio branco e, a partir do século XVI, o emprego de
substancias organicas como a nicotina e o piretro (extraido do crisantemo) na Europa
e nos Estados Unidos (GASPARIN, 2005; GONCALVES, 2004).

No inicio do século XIX, compostos inorganicos a base de metais, como cobre,
enxofre e mercurio, eram utilizados na Europa para combater doencas parasitarias e
fungos em hortalicas. Somente a partir do inicio do século XX, estudos demonstraram
a utilizacdo de substancias com a finalidade de proteger as plantas. Desse modo,
produtos a base de cobre, chumbo, mercurio e cadmio, entre outros, foram
desenvolvidos comercialmente e utilizados para combater uma grande variedade de
pragas (ALVES FILHO, 2002; GASPARIN, 2005).

Com o desenvolvimento da industria quimica, iniciado na Segunda Revolucao
Industrial, ao fim do século XIX, e acentuado durante e apés a Segunda Guerra
Mundial, a industria de agrotoxicos teve um intenso crescimento. Nesse periodo,
foram descobertos, grande parte por empresas americanas e europeias, Nnovos
compostos que impactaram a agricultura e a saude publica mundial (SILVA; COSTA,
2012).

A agricultura é praticada pela humanidade ha mais de 10.000 mil anos, porém
a utilizacédo intensiva de agrotoxicos na agricultura teve inicio apés a Segunda Guerra
Mundial, nos Estados Unidos, durante a chamada Revolucédo Verde, a qual teve o
intuito de modernizar a agricultura e aumentar a sua produtividade. A Segunda Guerra
Mundial foi um marco para o avanco técnico-cientifico no setor. Os dois principais
fatores para esse desenvolvimento foram: i) o aproveitamento da pesquisa bélica, feita
pelas industrias quimicas e incentivada pelos governos; e ii) o padréo tecnoldgico e o
conhecimento disponivel na época, 0s quais permitiam a execucao de sucessivas
sinteses quimicas para a busca de novas moléculas (VELASCO; CAPANEMA, 2006).

As industrias quimicas fabricantes de agrotdxicos usados como armas

quimicas durante a guerra ganharam espaco ao encontrar na agricultura um novo
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mercado para a utilizagdo de seus produtos quimicos, agora voltados ao controle de
pragas e doencgas nas culturas. Destaca-se, nesse periodo, a descoberta do grande
poder inseticida do organoclorado diclorodifeniltricloretano (DDT) reconhecido como
inseticida universal e rapidamente se tornou o mais utilizado dos novos agrotoxicos
sintéticos, antes que seus efeitos ambientais fossem estudados e conhecidos. A partir
dai, deu-se inicio a grande disseminacdo dessas substancias na agricultura
(GASPARIN 2005; GONGCALVES, 2004; MATA; FERREIRA, 2013).

Na agricultura, o sucesso foi imediato para o controle de insetos, doencas e
predadores que ameacavam diversas culturas. Os herbicidas, em especial, eram
utilizados para mitigar plantas daninhas, eliminando tarefas que antes eram realizadas
pelo homem. Além disso, reduzir operacdes mecanicas, como arar e gradear. Sendo
assim, os agroquimicos se apresentaram como solucdo para diversos problemas,
dentre eles o controle eficaz de doencas e predadores de diversas culturas, a reducao
da necessidade de trabalho humano e da erosdo do solo. No entanto, no fim da
década de 1950, percebeu-se que os efeitos dos agrotoxicos eram danosos em Varios
aspectos e apresentavam dificuldades para serem controlados. Além disso, se nao
resolvidos, poderiam inviabilizar a prépria atividade. A rapida evolucdo da resisténcia
dos insetos, a persisténcia por um longo periodo de tempo dos residuos no meio
ambiente, a presenca a longa distancia de onde eram originalmente aplicados e o
acumulo dos residuos em plantas, animais e tecidos humanos sao alguns dos
principais problemas (MARTINS, 2000).

2.1.10s agrotoxicos no Brasil

Os agrotéxicos foram introduzidos no Brasil durante o periodo da chamada
modernizacdo da agricultura nacional, entre 1945 e 1985, com o apoio oficial do
Estado e sob a justificativa de aumentar a producao e facilitar as atividades do campo.
A Revolucdo Verde chegou ao Brasil na década de 1960. Em 1965, foi criado o
Sistema Nacional de Crédito Rural que vinculava a concessao de crédito agricola a
obrigatoriedade da compra pelos agricultores de agrotoxicos (VALENTIM; MARI;
BERNSTEIN, 2013; BURIGO, 2016). Ja no inicio dos anos 1970, o Banco do Brasil
tornou obrigatério o direcionamento de 15% do valor dos empréstimos de custeio para
a aquisicdo de agrotoxicos. Com a implantacdo do Programa Nacional dos Defensivos

Agricolas (PNDA), em 1975, foi efetivada a instalacdo da industria de agrotdéxicos no
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pais, integrada pelas principais empresas fabricantes destes produtos em nivel
mundial (VALENTIM; MARI; BERNSTEIN, 2013; BURIGO, 2016).

O termo agrotoxico passou a ser adotado no Brasil a partir da Lei Federal n°
7.802, de 1989, regulamentada pelo Decreto n° 4.074, de 2002, e traz 0 seguinte
conceito para os termos agrotoxicos e afins: “produtos e agentes de processos fisicos,
quimicos ou biolégicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecéo
de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢ao da flora ou da fauna, a
fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como
as substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento” (BRASIL, 2002).

Atualmente, o Brasil permanece com politicas publicas que fomentam o uso e
o comércio de agrotdxicos mantidas pela influéncia da bancada ruralista no Congresso
Nacional. Contudo, essa tecnologia agricola, ao mesmo tempo que gera crescimento
econdmico, provoca riscos ao meio ambiente e a salude humana. A agricultura no
Brasil avanca a cada ano, e, atualmente, o pais € um dos principais produtores
agricolas do mundo (AGRICULTURA, 2019; TAVARES, 2018).

2.2 A AGRICULTURA E OS AGROTOXICOS

A agricultura compreende o cultivo de plantas e outras formas biologicas
destinadas a producéo de insumos necessarios para a vida, incluindo a producao de
alimentos. Sua histéria e evolucdo caracterizam-se por constantes desafios
relacionados a oferta e demanda (SILVA; COSTA, 2012).

Até o inicio do século XIX era relativamente facil aumentar a producéo de
alimentos com o uso de terras agriculturaveis, até entdo, abundantes no mundo.
Porém, a partir do século XX, para atender o crescimento da demanda global de
alimentos, foi necessario o aumento das taxas de produtividade. Isto ocorreu por meio
da mecanizacao da irrigacdo, dos avancos em relacdo a educacéo e as habilidades
dos trabalhadores, do melhoramento das plantas e do combate as pragas com o0 uso
de agrotoxicos (JAMES, 2011).

Diversas variaveis contribuem para a ocorréncia de pestes na atividade

agricola, entre elas: a introducédo de espécies de sementes em locais sem inimigos



18

naturais, métodos de armazenagem, mudancgas genéticas em plantas, reducdo no
processo de rotacao de lavouras, desequilibrios ecologicos e até mesmo a expansao
do comércio internacional de produtos agricolas (YUDELMAN; RATTA; NYGAARD,
1998).

As perdas na agricultura em razdo das pestes, na auséncia de mecanismos
para seu controle, sdo varidveis em funcdo das flutuagcbes de condicdes
agroclimaticas, ecologicas, socioecondémicas e de estocagem. Ha diversos
mecanismos destinados a controlar as pestes, entre eles: i) rotacdo de culturas, com
o planejamento de cultivos e colheitas distintas; ii) utilizacdo de predadores naturais,
parasitas e microbios; iii) ado¢éo de variedades de plantas com resisténcia genética
ou tolerancia a pestes; e iv) emprego de produtos quimicos, como 0s agrotdxicos
(YUDELMAN; RATTA; NYGAARD, 1998).

Os agrotdxicos sao insumos importantes para a agricultura, destinados ao uso
nos diferentes setores envolvidos na producéo e protecdo de produtos agricolas e de
outros ecossistemas. Sua finalidade € alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim
de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos. Segundo o seu
uso, 0s agrotoxicos sao divididos, de maneira geral, em acaricidas, fungicidas,
herbicidas, inseticidas e raticidas (BRASIL, 2002; VELASCO; CAPANEMA, 2006).

Além disso, os agrotéxicos também sao classificados de acordo com seu poder
téxico, podendo ser expressa por meio da dose letal (DLso), ou seja, a dose necessaria
para matar 50% de uma populacdo, sob determinadas condicfes. No Brasil, a
classificacdo toxicolégica dos agrotoxicos € de responsabilidade do Ministério da
Saude e esta definida na Lei n° 7.802/89 de 11 de julho de 1989 (VELASCO;
CAPANEMA, 2006).

No ano de 2019, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
reclassificou toxicologicamente os agrotoxicos ja registrados no pais. O Brasil passou
a adotar os parametros de classificagdo toxicoldégica com base nos padrbes do
Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos
Quimicos (GHS, do inglés Globally Harmonized System of Classification and Labelling
of Chemicals). As novas regras trazem mais seguranca para o mercado consumidor
porque facilitam a identificacdo do perigo de uso. Para isso, foram ampliadas de quatro
para cinco as categorias da classificagao toxicologica, além da inclusdo do item “néao
classificado”, valido para produtos de baixissimo potencial de dano (GASPARIN,
2005; ANVISA, 2019). A nova classificacao esta apresentada na Tabela 1.



19

Tabela 1 - Classificac&o toxicoldgica de agrotéxicos no Brasil

Categoria Toxicidade Cor da faixa
Categoria 1 Produto extremamente téxico Faixa
vermelha
Categoria 2 Produto altamente toxico Faixa
vermelha
Categoria 3 Produto moderadamente téxico Faixa amarela
Categoria 4 Produto pouco téxico Faixa azul
Categoria 5 Produto improvavel de causar dano Faixa azul
agudo
N&o classificado* Produto ndo classificado Faixa verde

Fonte: ANVISA, 2019.
*Valido para produtos de baixissimo potencial de dano.

Ressalta-se que o consumo de agrotoxicos sofre influéncia de fatores naturais
como, por exemplo, variacdes climéaticas, tipo e intensidade da infestacdo de pragas
e qualidade do solo. Além destes, os fatores ndo-naturais também exercem efeito,
como o0 comportamento da area plantada frente a rotacdo de culturas, a
disponibilidade de maior ou menor volume de crédito agricola ao produtor e o grau de
conhecimento tecnoldgico do agricultor (VELASCO; CAPANAMA, 2006). O aumento
do consumo de agrotoéxicos e afins no Brasil entre os anos de 2000 e 2018 pode ser
observado na Figura 1.

De acordo com o levantamento de vendas por classes de uso dos produtos
formulados realizados no ano de 2018, os herbicidas estiveram em primeira
colocacao, com 338.838,14 toneladas de ingrediente ativo vendido, ou seja, 61,69%
dos produtos formulados (IBAMA, 2019).
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Figura 1 - Vendas de agrotoxicos e afins no Brasil no periodo de 2000 a 2018
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Fonte: IBAMA, 2019. Dados atualizados em: 03/10/2019.
Nota: Os dados informados pelas empresas referentes aos anos de 2007 e 2008 ndo foram
sistematizados pelo IBAMA.

2.3 OS HERBICIDAS

Os herbicidas sdo agentes bioldgicos ou substancias quimicas com capacidade
de suprimir ou inibir o crescimento de plantas daninhas que competem com as culturas
comerciais por espaco, nutrientes e agua. Sendo assim, sdo compostos importantes
para a producéo de alimentos (ROMAN et al., 2005; STEPHENSON et al., 2006). Na
década de 1940, haviam poucos herbicidas, porém, na década de 1970, o seu
desenvolvimento teve um grande aumento e atualmente h& diversas classes de
herbicidas disponiveis no mercado (LEIN et al., 2004; MARCHI; MARCHI,
GUIMARAES, 2008).

Os herbicidas afetam sitios especificos nas plantas e existem duas
propriedades principais que influenciam a efichcia desses compostos: a sua
solubilidade em agua e suas propriedades acidas (acido fraco ou forte) (ROMAN et
al., 2005).

A solubilidade é a medida da quantidade de herbicida que se dissolve em agua
ou em solventes organicos. A medida de solubilidade é definida pelo Kow, coeficiente
de particdo octanol/agua, que € determinado pela relagdo entre a concentracao de
herbicida que se dissolve em octanol, Co; e a concencentracdo que se dissolve em

agua, Cy, conforme a Equacéo 1. Os herbicidas com baixo Kow S80 solUveis em agua,
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ao passo que aqueles com alto Kow S80 soluveis em solventes orgéanicos (ROMAN et
al., 2005).
Kow = Co / Cw (1)

Os herbicidas também séo divididos em acidos fortes ou fracos. O termo &cido
fraco ou forte relaciona-se com a facilidade do produto em perder ions hidrogénio (H*),
também chamado de préton, quando dissolvido em agua. A solubilidade dos acidos
fracos depende do pH da solucdo. O grau de ionizagéo dos acidos € dado pelo pKa,
ou seja, o0 pH no qual 50% das moléculas estéo ionizadas (ROMAN et al., 2005).

Os herbicidas podem ser classificados de acordo com a sua agéo, sendo alguns
herbicidas ndo seletivos, afetando todas as plantas “naturais” ou nao transgénicas, e
outros seletivos. H4 também a classificacdo por grupos quimicos de acordo com o seu
mecanismo de acao, o qual é relacionado ao primeiro passo bioquimico ou biofisico
no interior celular a ser inibido pela atividade herbicida. Esse processo inicial pode ser
suficiente para matar as espécies sensiveis (ROMAN et al., 2005; MARCHI; MARCHI;
GUIMARAES, 2008).

A morte das plantas tratadas com inibidores da fotossintese ocorre pelo
blogueio do transporte de elétrons, sendo produzidas substancias ricas em energia e
altamente toxicas, que destroem as membranas das células e levam, assim, a planta
a morte. E possivel também que, inibindo a acdo de uma enzima, um determinado
herbicida ocasione o acumulo de substancias toxicas, causando danos que podem
ser irreversiveis a planta. Em outros casos, a morte pode ocorrer devido a
desregulacdo de processos de crescimento celular e, em outros casos, ndo é
conhecida a relacdo entre o sitio de acdo e a morte da planta (ROMAN et al., 2005).

De forma geral, os herbicidas podem ser divididos em duas classes com
respeito a forma de aplicacéo: ao solo e as folhas. Os herbicidas aplicados as folhas
podem ser divididos, ainda, em herbicidas de contato e herbicidas sistémicos
(GWYNNE; MURRAY, 1985):

i) Aplicados ao solo — se movem das raizes para as folhas (translocados via

xilema);

i) Aplicados as folhas (contato) — reagem rapidamente no ponto de contato e

nao se movem nos sistemas internos das plantas (ndo translocados); e
iii) Aplicados as folhas (sistémicos) — movimentam-se das folhas para os

pontos de crescimento, de reproducédo ou de armazenamento das plantas
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(translocados via floema e xilema) (MARCHI; MARCHI; GUIMARAES,
2008).

As plantas possuem dois sistemas de transporte de nutrientes, o floema e o
xilema, por meio dos quais os herbicidas se movimentam na planta. O sistema floema
(simplasto), composto por células vivas, transporta as solu¢des nas plantas tanto no
sentido ascendente como no descendente. Os herbicidas movem-se passivamente no
floema. Para que isso seja possivel, eles precisam entrar nas células vivas,
necessitando ter solubilidade intermediaria e/ou ter a natureza de &cidos fracos
(ROMAN et al., 2005).

O outro sistema de transporte € o xilema (apoplasto), composto por células
mortas, € uma corrente com sentido ascendente na planta que transporta a agua e 0s
nutrientes nela dissolvidos, absorvidos do solo, via raizes, até a parte aérea. O
controle desse movimento por parte das plantas é limitado. As condi¢des de ambiente,
como a temperatura, a umidade relativa do ar e a disponibilidade de umidade no solo,
exercem as maiores influéncias no movimento de agua no xilema. Para se mover no
xilema e atingir a parte aérea, o herbicida deve ser solavel em agua (ROMAN et al.,
2005).

Plantas daninhas dificultam a colheita e reduzem a produtividade. Dos mais
variados tipos de herbicidas disponiveis no mercado, os mais utilizados séo a base de
glifosato. A utilizacdo de herbicidas gera economia de tempo com a eliminacdo de
ervas daninhas, reduzindo a mao-de-obra necessaria ao cultivo e diminuindo seu
custo. Porém, o uso continuo de herbicidas com o mesmo modo de acdo pode
aumentar a resisténcia desenvolvida pela erva daninha (MARCHI; MARCHI,
GUIMARAES, 2008).

2.4 O GLIFOSATO E O AMPA

O glifosato (N-(fosfonometil)glicina) é um herbicida altamente solivel em agua,
de amplo espectro, pertencente ao grupo das glicinas substituidas, classificado como
nao-seletivo e de acao sistémica. A primeira sintese da molécula de glifosato foi feita
por Henri Martin, farmacéutico de uma pequena empresa na suica, mas nao foi
testada ou pelo menos patenteada para seu uso como herbicida. John E. Franz, da
empresa Monsanto, foi o primeiro a testar o glifosato como herbicida em 1970,
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patenteando a molécula como herbicida alguns anos depois (FRANZ; MAO;
SIKORSKI, 1997).

Este herbicida apresenta alta eficacia, baixa toxicidade aos humanos (com
ingestdo diaria aceitavel (IDA) de 0,042 mg kg?) (PARA, 2019), qualidade e preco
acessivel, quando comparado a outros agrotoxicos. Estes fatores somados justificam
sua ampla aplicacdo para diferentes cultivos. De acordo com o levantamento de 2018
do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) sobre os 10 ingredientes ativos mais
vendidos, o glifosato e seus sais estd em primeiro lugar no ranking com venda de
195.056,02 ton de ingrediente ativo. O segundo é o 2,4-D com 48.921,25 ton vendidas
(DUKE; POWLES, 2008; IBAMA, 2019).

Com o advento das plantas transgénicas, o glifosato tornou-se uma opcéao para
o controle seletivo das plantas daninhas nas culturas transformadas geneticamente.
No entanto, seu maior uso é de forma néo-seletiva, sendo altamente eficiente quando
devidamente aplicado (GALLI; MONTEZUMA, 2005; MARCHI; MARCHI;
GUIMARAES, 2008; ROMAN et al., 2005).

Esse herbicida é absorvido lentamente pelas plantas daninhas, sendo
necessario um periodo de 6 horas sem chuva ap6s a aplicacdo para o controle
adequado. A absorcdo de glifosato pela planta se da principalmente pela regido
clorofilada (tecidos e vegetais), sendo translocado preferencialmente pelo floema,
para os tecidos meristematicos. O uso deste herbicida é dirigido ao controle de ervas
daninhas, atuando como um potente inibidor da enzima 5-Enolpiruvilshiquimato-3-
fosfato sintase (EPSPS), que é catalisadora de uma das reacdes de sintese dos
aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano. A inibicdo da enzima leva a
desregulacdo do fluxo de carbono na planta e a um acumulo de compostos
intermediérios toxicos, o shikimato ou shikimato-3-fosfato. Além disso, pode ocorrer a
inibicdo da sintese de clorofila, estimulo da sintese de etileno, dentre outros processos
(GALLI; MONTEZUMA, 2005; ROMAN et al., 2005; STEINRUCKEN et al., 1980).

Duas rotas de degradacéo sao conhecidas para o glifosato: a primeira consiste
na transformacdo do glifosato em sarcosina por acdo da bactéria Enterobacter
aeroneges (enzima C-P liase), esta rota €, no entanto, pouco citada na literatura. A
segunda rota consiste na transformacao do glifosato em acido aminometilfosfénico
(AMPA), pela bactéria Agrobacterium radiobacter, que por sua vez é degradado em

dioxido de carbono e aménia. O AMPA é o principal metabdlito do glifosato
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(AMARANTE JUNIOR et al., 2002; RUEPPEL et al., 1977). Ambas as rotas de
degradacéao do glifosato estao representadas na Figura 2.

Figura 2 - Rotas de degradacéao biolégica do glifosato e seus metabdlitos
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Fonte: AMARANTE JUNIOR et al., 2002.

2.4.1Propriedades fisico-quimicas do glifosato e do AMPA

Algumas das propriedades fisico-quimicas do glifosato e do AMPA séao
apresentadas na Tabela 2 e Tabela 3, respectivamente.



Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas do glifosato
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Propriedades

Caracteristicas

Nomenclatura IUPAC

Foérmula molecular

Massa molecular

Solubilidade em agua
Solubilidade em solvente organico

Coeficiente de particdo octanol/agua
(log Kow)

Ponto de fuséo

Presséo de vapor

Densidade

Fotodegradacao

Dissociacdo em agua (pKa)
Aparéncia em condicfes ambientais
Constante de Henry

Categoria ibnica

N-(fosfonometil)-glicina
C3HsNOsP

169,1 g mol*
10,5gL?t a20°C
Baixa solubilidade

-3,2,empH 3-5e 25 °C

189,5 °C (com decomposicao)

1,31.10° Pa, em meio acido e 25 °C
1,705 gmL?, a20°C

Estavel na presenca de luz

pKai 0,8; pKaz 2,2; pKas 5,5 e pKas 10,1
Solido branco

2,1.107 Pam3®mol?, a25°C

Anfétero

Fonte: RIBEIRO, 2011; MARQUES, 2008; IUPAC, 2019.

O glifosato pertence ao grupo quimico dos aminoéacidos fosfonados e tal como

0 Seu precursor, a glicina, apresenta um comportamento zwiteridbnico, com separacao

de duas cargas em pH neutro, uma positiva no grupo amino e uma negativa nos
grupos fosfonato e carboxilico (AMARANTE JUNIOR et al., 2002). Esta molécula

apresenta quatro constantes de dissociacdo &cida (Ka) as quais indicam o grau de

dissociacao desse herbicida em funcao do pH. Pode-se observar que em pH superior

a 11,0, a molécula de glifosato encontra-se completamente dissociada, conforme a

Figura 3.



Figura 3 - Dissociacao do glifosato em agua com diferentes pKas
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Fonte: AMARANTE JUNIOR et al., 2002.

Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas do AMPA

Propriedades Caracteristicas
Nomenclatura IUPAC Acido aminometilfosfonico
Formula molecular CHsNOsP

Massa molecular 111,0 g mol*

Solubilidade em agua 1466,6 g L1, a 20 °C

Solubilidade em solvente organico Baixa solubilidade

Coeficiente de particdo -1,63,empH7e25°C
octanol/agua (log Kow)

Dissociagcdo em agua (pKa) pKai 1,8; pKaz 5,4 e pKas 10,0
Aparéncia em condigbes ambientais Soélido branco
Constante de Henry 0,16 Pam® molt, a 25 °C

Categoria ibnica Anfotero

Fonte: NEDELKOSKA; LOW, 2004, IUPAC 2019.
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O AMPA possui trés constantes de dissociacdo &cida, e assim como o
glifosato, a molécula de AMPA encontra-se completamente dissociada em pH superior

a 11,0, conforme a Figura 4.

Figura 4 - Dissociacdo do AMPA em agua com diferentes pKas
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Fonte: CHEN et al., 2009.

2.4.2Toxicidade do glifosato e do AMPA

O uso do herbicida glifosato tem trazido uma série de preocupacdes
relacionadas ao meio ambiente e & saude humana. Diversos estudos sobre o efeito
do glifosato a saude foram feitos por agéncias governamentais, por académicos
independentes ou por cientistas em nome de grandes empresas comercializadoras de
glifosato. No entanto, esses estudos apresentam resultados conflitantes (IARC, 2015;
EPA, 2016).

Em 2015, a Agéncia Internacional do Cancer (IARC, do inglés International
Agency for Research on Cancer) publicou um relatério evidenciando efeitos
carcinogénicos em animais e provavel efeito carcinogénico em humanos pelo glifosato
(IARC, 2015). A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA, do inglés
Environmental Protection Agency) realizou uma grande revisdo bibliografica na
tentativa de avaliar o potencial carcinogénico do glifosato. Foram avaliados 23 estudos
epidemioldgicos, 15 estudos de carcinogenicidade animal e quase 90 estudos de

genotoxicidade para o glifosato. A revisdo indicou que os dados disponiveis até o
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momento ndo permitem classificar o glifosato como potencial carcinogénico em
animais e em humanos (EPA, 2016).

As propriedades toxicoldgicas agudas do glifosato incluem: via oral DLso,rato
5600 mg kg, via dermal DLsocoelho acima de 5000 mg kg'. Apresenta as seguintes
propriedades toxicologicas crbnicas: para ratos com uma dieta de 24 meses, 0 nivel
sem efeito observavel (NOEL, do inglés no observed effect level) oncogénico € de
4500 mg kg? d! e carcinogénico de 400 mg kg* d! (MESNAGE et al., 2015). As
propriedades fisico-quimicas e toxicologicas do AMPA ainda nao estdo bem
estabelecidas na literatura.

De acordo com a classificacao toxicoldgica no Brasil estabelecida pela ANVISA,
o glifosato esta contido na categoria 4, correspondente a produtos pouco toxicos (faixa
azul). Devido a baixa toxicidade do glifosato, os niveis maximos de residuos
estabelecidos no mundo séo geralmente maiores do que os limites estabelecidos para
outros agrotoxicos (ANVISA, 2019).

2.4.3Concentracdo maxima permitida para glifosato e AMPA em aguas

No Brasil, duas normativas estabelecem concentracbes maximas permitidas
para glifosato e AMPA em amostras de &gua: para aguas doces superficiais a
Resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) 357 de 17/03/2005
estabelece valores maximos de glifosato para aguas das classes e 1 e 3, sendo 65 e
280 ug L%, respectivamente (CONAMA, 2005).

As aguas da classe 1 podem ser destinadas ao abastecimento para consumo
humano, apds tratamento simplificado; a protecdo das comunidades aquéticas; a
recreacdo de contato primario, tais como natacdo, esqui aquatico e mergulho; a
irrigacdo de hortalicas que sdo consumidas cruas e de frutas que se desenvolvam
rentes ao solo e que sejam ingeridas cruas sem remocao de pelicula; e a protecao
das comunidades aquéaticas em Terras Indigenas. Por outro lado, as aguas da classe
3 podem ser destinadas ao abastecimento para consumo humano, apés tratamento
convencional ou avancgado; a irrigacao de culturas arboéreas, cerealiferas e forrageiras;
a pesca amadora; a recreacao de contato secundario; e a dessedentacao de animais.

A outra normativa brasileira € redigida pelo Anexo XX da Portaria de
consolidagdo n° 5 do Ministério da Saude de 2017, a qual determina que o valor

maximo de glifosato e AMPA em aguas usadas para abastecimento ndo deve
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ultrapassar 500 pg L (BRASIL, 2017). A EPA em seu regulamento para a qualidade
da Agua potavel, determina que a concentracdo maxima permitida é de 700 ug L em
aguas para consumo (EPA, 2017). Valores menores sao encontrados nas diretrizes
da Unido Europeia (EU, do inglés European Union), com limites de 0,1 ug L™ para o
glifosato em &gua potavel, ndo podendo a soma das concentracdes de agrotoxicos
ultrapassar 0,5 ug L (96/23/EC, 2002).

2.4.40 glifosato e o AMPA no meio ambiente

Os grupamentos fosfonato, amino e carboxilato presentes na estrutura do
glifosato ddo a ele a caracteristica de ligante tridentado, permitindo uma posicao
privilegiada entre os herbicidas. ApGs a aplicacédo do glifosato, parte do herbicida ndo
atinge o alvo, sendo sorvido em sedimentos ou particulas suspensas no solo e na
agua, formando complexos em dgua com ions metdlicos de Ca?* e Mg?* (MORAES;
ROSSI, 2010), e complexos no solo com os acidos hiimicos, ions Fe?*, Fe**, Al**, além
da complexacdo com diversos outros metais (COUTINHO; MAZO, 2005). Os
mecanismos envolvidos na sorgéo do glifosato no solo estédo apresentados na Figura
5.

Figura 5 - Esquema dos mecanismos de sorc¢ao do glifosato no solo
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Fonte: PRATA; LAVORENTI, 2002.
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Outro fator importante que determina a presenca deste herbicida no solo é a
atividade microbiana. As taxas de metabolismo do glifosato podem variar
consideravelmente entre diferentes solos, que podem ser relacionados com o nivel de
atividade microbioldgica (FRANZ; MAO; SIKORSKI, 1997). A meia-vida do glifosato e
do AMPA no solo varia conforme os teores de argila e matéria organica e do nivel de
atividade microbiana (TONI; SANTANA; ZAIA, 2006). A meia-vida do glifosato e do
AMPA no solo é apresentada com diferentes tempos por diversos autores, sendo
estimada de 2 a 194 dias para o glifosato e 76 a 240 dias para o AMPA (TONI;
SANTANA; ZAIA, 2006; WAUCHOPE et al., 1992; BURSIAN; DOBSON; SOLOMON,
2000; VEIGA et al., 2001). O glifosato se liga mais fortemente aos constituintes do
solo do que o AMPA (DUKE; POWLES, 2008), sendo na maioria dos solos imdvel,
mas a mobilidade pode variar conforme o pH do solo. O AMPA se decompde
rapidamente, e resulta na lixiviagdo de quantidades minimas no solo (WAUCHOPE et
al., 1992).

O transporte de glifosato e AMPA do ambiente terrestre para o ambiente
aguatico pode ocorrer na forma de solutos ou co-transportados ligados a coloides do
solo. Ambas as formas, dissolvidas e particuladas, podem ser movidas por lixiviagdo
através do solo para aguas subterraneas e pelo fluxo terrestre para aguas superficiais
(BORGGAARD; GIMSING, 2008). O tempo de meia-vida do glifosato em agua é mais
curto que sua persisténcia em solo, com valores médios de 7 a 21 dias (BURSIAN;
DOBSON; SOLOMON, 2000; PATERSON, 2004).

Em ambito nacional, Calheiros e colaboradores detectaram glifosato em
amostras de agua da Bacia do Alto Paraguai, a qual abrange o Pantanal Mato-
grossense (CALHEIROS, 2010). Em 2016, Ronco e colaboradores constataram a
contaminacdo da agua da Bacia do Rio Parand em alto nivel de glifosato e AMPA, a
qual variou de acordo com a pratica intensiva da agricultura da regido avaliada
(RONCO et al., 2016). O glifosato foi monitorado pela primeira vez no Programa de
Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) no ciclo de 2017/2018.
Neste ciclo, foram selecionados trés alimentos para serem monitorados, tendo em
vista a exigéncia de metodologia single para andlise de residuos de glifosato e seu
metabolito AMPA. No total, foram analisadas 998 amostras, sendo que em 32 foram
detectados residuos de glifosato (18 amostras de arroz e 7 amostras de uva, ambas
<LMR 0,02 mg kg'). Das 32 amostras, 7 amostras de manga foram consideradas

insatisfatorias, tendo em vista 0 uso ndo autorizado para a cultura. Ressalta-se que
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estdo em andamento no ciclo de 2018/2019 a analise de glifosato para os alimentos
trigo, soja e milho (PARA, 2019).

2.5 METODOS DE PREPARO DE AMOSTRA DE AGUA

Para a maior parte dos casos, 0 emprego das técnicas analiticas esta vinculado
a uma etapa prévia de preparo da amostra, a partir de métodos de extracao, visando
a remocao de interferentes da matriz e, consequentemente, melhora na sensibilidade,
seletividade da resposta analitica e aumento do tempo de vida Util da instrumentacéo
utilizada (HARRIS, 2017).

O preparo da amostra envolve uma série de etapas necessarias para
transformar uma amostra, de tal modo que ela se torne apropriada para analise. O
preparo de uma amostra pode incluir a sua dissolugéo, a extracao do analito de uma
matriz complexa, a concentracdo de um analito diluido a um nivel dentro dos limites
de determinacéo, a conversdo quimica do analito a uma forma que seja detectavel e

a remocao ou mascaramento de espécies interferentes (HARRIS, 2017).

2.5.1 Métodos de preparo de amostra de agua para determinacdo de glifosato e
AMPA

Para uma analise confiavel, métodos analiticos seletivos e sensiveis sdo
necessarios para a determinacdo de glifosato e AMPA. Contudo, a determinacéo
destes compostos ainda é considerada um desafio, tendo em vista a elevada
polaridade, carater zwiteribnico e baixa volatilidade (BOTERO-COY et al., 2013).
Dentre os métodos de preparo de amostra reportados na literatura, pode-se citar, para
a determinacdo de glifosato e AMPA em &gua, a microextracdo liquido-liquido
dispersiva (DLLME, do inglés dispersive liquid-liquid microextraction) (PINTO;
SOARES; FERREIRA, 2018), a extracdo em fase solida (SPE, do inglés solid phase
extraction) (TIAGO et al, 2020) e a derivatizacdo (DEMONTE et al., 2018), além da
analise direta, envolvendo normalmente apenas a diluicdo e filtracdo da amostra
(OKADA et al., 2018).

De modo geral, duas abordagens analiticas podem ser usadas para a
determinacao de glifosato e AMPA: a andlise direta e a analise indireta (derivatizag&o).

A andlise direta € geralmente mais rapida, pois elimina a etapa de derivatizacao.
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Entretanto, para viabilizar sua execuc¢ao, € necessario o uso de colunas especificas
com alto valor agregado, como colunas de IC (GUO; CAI; YANG, 2007; MATOS,
2014), interacao hidrofilica (JENSEN et al., 2016) ou interac&o hidrofilica mista (troca
anibnica fraca) (CHEN et al., 2012). Por outro lado, a derivatizacdo (analise indireta)
oferece a possibilidade de melhorar o comportamento cromatogréafico desses
compostos, permitindo o uso de colunas convencionais, como as colunas de C18
(RONCO et al., 2016).

2.5.1.1 Derivatizacao

A derivatizacdo é um processo no qual um analito é quimicamente modificado
com o auxilio de um reagente, de modo a proporcionar uma melhor determinacao
cromatografica e sua deteccdo (HARRIS, 2017). Para determinacdes por
cromatografia gasosa (GC, do inglés gas chromatography), o objetivo € melhorar a
estabilidade térmica do(s) analito(s) e aumentar sua volatilidade. Isso envolve
mascarar 0os grupos funcionais polares, como OH e COOH, com um substituinte
menos polar, comumente o grupo trimetilsilil ((CH3)3Si), para melhorar a estabilidade
térmica dos compostos e melhorar a volatilidade dos mesmos (KNAPP, 1979; BLAU;
HALKET, 1993). Para as determinacdes por cromatografia liquida (LC, do inglés liquid
chromatography), o objetivo da derivatizagdo é introduzir grupos funcionais para
aumentar a sensibilidade e a seletividade da técnica de deteccdo. A reacdo de
derivatizacdo mais comum para LC € realizada através da adi¢cao da funcionalidade
de fluorescéncia ou ultravioleta (UV), adicionando um composto que contém um grupo
aromatico (KNAPP, 1979; BLAU; HALKET, 1993).

A reacgéo de derivatizacao para determinacdes por LC pode ser realizada nos
modos pré-coluna ou poés-coluna utilizando reagentes como o 6-aminoquinolil-n-
hidroxisuccinimidil carbamato (AQC). Para a derivatizacdo pré-coluna, o reagente
mais comumente usado é o FMOC-CI. A reagdo pode ser observada na Figura 6.
Nesse processo, ocorre a substituicao de cloro na estrutura do FMOC-CI pelo glifosato
e AMPA (PATSIAS; PAPADOPOULOU; PAPADOPOULOU, 2001; BERNAL et al.,
2012; CARRETTA et al., 2019).
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Figura 6 - Reacao de derivatizacao do glifosato e do AMPA usando FMOC-CI como
agente derivatizante
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Fonte: CATRINCK et al., 2014.

Quando se trata da utilizacdo do FMOC-CI para derivatizacdo de glifosato e
AMPA em agua, é reportado na literatura a necessidade de um longo tempo para
homogeneizagédo, variando de 4 a 12 horas (PERUZZO; PORTA; RONCO, 2008;
NEDELKOSKA; LOW, 2004). Além disso, a derivatizacdo com FMOC-CI apresenta
alguns desafios quando a analise € realizada em sistemas de MS, como a
necessidade de utilizar tamp&es ndo volateis para o ajuste do pH da amostra
(EHLING; REDDY, 2015; GOSCINNY et al., 2012; POIGER et al., 2017), adicado de
excesso de FMOC-CI e formacéo de subprodutos de derivatiza¢cdo, como o FMOC-
OH, ambos comumente removidos com uma etapa de extracdo liquido-liquido
utilizando solventes organicos (CATRINCK et al., 2014).

2.5.1.2 Extracéao liquido-liquido

A etapa de extracdo se trata da transferéncia de um soluto, presente em uma
fase, para outra fase. Normalmente, as extracdes feitas em quimica analitica tém
como objetivo isolar ou concentrar o analito desejado, ou, entdo, separa-lo das
espécies que interferem em sua analise. O caso mais comum € a extracdo de uma

solucédo aquosa com um solvente organico. Em uma mistura com duas fases, uma das
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fases € predominantemente aquosa e a outra é predominantemente organica
(HARRIS, 2017).

A distribuicdo dos solutos € baseada na expressdo “semelhante dissolve
semelhante”, que significa que o soluto € mais soluvel em uma fase cuja polaridade é
semelhante aquela do soluto. O coeficiente de distribuicdo, K4, € 0 coeficiente de
distribuicdo para a reacao de equilibrio expressa pela afinidade relativa do analito com
as duas fases (concentragcédo do analito no solvente organico, Ce, € concentracao do
analito na fase aquosa, Ca) (FIGUEIREDO; BORGES; QUEIROZ, 2015), conforme a
Equacéo 2:

Kda=Ca/ Ce 2

O coeficiente de distribuicdo depende de variaveis como temperatura e
pressédo, composicao da matriz da amostra (pH e componentes organicos presentes
na amostra), bem como fatores cinéticos definem a natureza do Kq (HARRIS, 2017).
Estes fatores devem ser otimizados a fim de se obter uma maxima eficiéncia de
extracao.

Se tratando da remocao dos interferentes quando realizada a derivatizagao
com FMOC-CI (FMOC-CI residual e FMOC-OH), comumente € empregada a técnica
de extracdo liquido-liquido ap6s a derivatizacdo. Os solventes organicos mais
utilizados na etapa de limpeza sdo o diclorometano (RONCO et al.,, 2016;
STEINBORN et al., 2016), acetato de etila e dietil éter (CATRINCK et al., 2014), ambos

com diferenca de polaridade e densidade acentuada quando comparada com a agua.

2.6 TECNICAS CROMATOGRAFICAS PARA DETERMINACAO DE GLIFOSATO E
AMPA EM AGUA

Para analise direta e indireta de glifosato e AMPA, a cromatografia é a técnica
mais utilizada, tanto a cromatografia a gas quanto a cromatografia a liquido. No
entanto, a determinacéo por LC é preferida devido ao carater idbnico dos compostos
(QIAN et al., 2009).
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2.6.1Cromatografia liquida

Na cromatografia, o tipo de interacdo entre a fase estacionaria, a fase mével e
as substancias contidas em uma mistura € o componente basico da separacédo entre
as moléculas. A fase estacionaria na cromatografia liquida € composta por uma fase
sélida ou uma fase liquida revestida na superficie de uma fase sélida. Por sua vez, a
fase movel que flui sobre a fase estacionaria € liquida (COSKUN, 2016).

Com o avanco da técnica nos ultimos anos, 0 uso de fases estacionarias com
particulas de diametro pequeno (< 2 um), associado a aplicacdo de alta presséo para
0o bombeamento da fase mével aumentam o poder de separagdo nos sistemas
cromatograficos. Como consequéncia, € possivel a execucdo de analises em um
tempo reduzido. Desde entédo, a LC é considerada uma técnica bem estabelecida,
empregada nas mais diversas areas para solucionar inimeros problemas analiticos
(COSKUN, 2016; MALDANER; JARDIM, 2012).

Com relacéo a analise indireta de glifosato e AMPA, a cromatogréfica a liquido
pode ser associada a diferentes detectores, dentre eles, detector de UV (CATRINCK
et al., 2014) e de fluorescéncia (BERNAL et al.,, 2012). Adicionalmente, a
espectrometria de massas acoplada a cromatografia a liquido vém sendo utilizada
visando o aumento da sensibilidade e seletividade, especialmente quando utilizado

sistema de espectrometria de massas em série (STEINBORN, A. et al., 2016).

2.6.2Espectrometria de massas

A espectrometria de massas é definida como o estudo da matéria a partir da
formacdo de ions em fase gasosa, sendo posteriormente identificadas por um
espectrbmetro de massas de acordo com a sua massa, carga, estrutura e
propriedades fisico-quimicas. O espectrdmetro de massas é composto basicamente
por uma fonte de ions, um analisador de massas, responsavel pela separacdo de
acordo com a relacdo massa/carga dos compostos, e um detector (GROSS, 2004;
RAINA, 2011).

A espectrometria de massas em série € um sistema composto de quadrupolos
combinados, caracterizado por sua alta eficiéncia de separacdo. De modo geral, os

ions precursores produzidos pela fonte sdo separados no primeiro analisador (MS1),
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fragmentados na cela de colisdo e os ions produtos gerados sdo analisados no
segundo quadrupolo (MS2) (STACHNIUK; FORNAL, 2016).

A seletividade e a sensibilidade sdo consideravelmente melhoradas
empregando a espectrometria de massas em série. Dentre os modos de aquisicdo de
sinal, o0 monitoramento de reacdes selecionadas (SRM, do inglés selection reaction
monitoring) é preferivel para fins quantitativos, uma vez que permite a reducéao de
ruido de fundo e a deteccdo de multiplas transicbes (WANG, WANG, CAI, 2013;
STACHNIUK; FORNAL, 2016).

Um compilado de trabalhos publicados entre os anos de 2016 e 2020
relacionados a determinacdo de glifosato e AMPA em 4gua é apresentado na Tabela
4, relacionando, principalmente, o método de preparo de amostra empregado, a

técnica analitica e o limite de quantificacédo obtido por cada autor.



Tabela 4 - Trabalhos de determinacao de glifosato e AMPA em agua publicados entre os anos de 2016 e 2020
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Método de Volume d,e amostra de Solugéo derivatizante/pH Temp(Z de Limpeza Compostos Técnica analitica L'm.'t.e de~ Referéncia
preparo dgua reacdo guantificagdo
Derivatizagdo 2,0 mL de agua superficial a mé nt-dleeanﬁ(\)gl\-l;IpH 9 Overnight 2 gén?e GIZ‘KZ’;? € HPLC-MS - RONgO(igt el
- . 150 pL de agua + 100 pL de ) ) i Glifosato e ) )
Andlise direta 4gua 0,1% de Acido férmico AMPA HPLC-MS/MS 0,1 ug L-1 GUO et al., 2016
Derivatizagao 500 mL de agua de mar (1.5 %1?@? rﬂt-cieeTnMggl\-lg:/:JH 9 30 min - Glzcﬁ'gf € HPLC-FD 0 ZofgeL-l WANG et al., 2016
Derivatizagdo 5 mL de agua superficial © SOHTS r:]ll__feer?le%(l:\l)(/:pl)H 9 Overnight Zgé‘Mde Glzcﬁ'gf € LC-MS/MS 0,005 pg L-1 POIGZ%?E?I al,
. PADILLA-
M. . 100 pL de FMOC-CI . 500 uL  Glifosato e : 8,6 e
TA-IL-DLLME 800 L de agua (1 mg mL-1 em ACN)/pH 9,5 60 min de DCM AMPA LC-FD 9,6 g L-1 ALONZ%(1)7et al.,
FRET 10 mL de agua de torneira - - - Glifosato FD 100 pg L-1 YUAN et al., 2017
(carbon dots)
: : - . : Glifosato cv(MIPPy)  00009pgLa  ZHANS etal,
L N , L 0,5 mL de FMOC-CI 45mL Glifosato e 0,6 e DEMONTE et al.,
Derivatizagdo 3 mL de agua para laticinios (6 mg mL-1 em ACN)/pH 6-7 2h de DCM AMPA UHPLC-MSMS 0,2 ug L-1 2018
Derivatizacéo , i - 650 pL de FMOC-CI . ) Glifosato e ) _ PINTO; SOARES;
+DLLME 25 mLdeaguadeimgacao ;o o'mi 1 em acetona)pHo -0 MN AMPA JAHC NS LOWg -l rERREIRA, 2018
- - - - - Glifosato Amperometria 100 pg L-1  NOORI et al., 2018
Andlise direta 2 mL de agua ambiental - - - GIZ(,)\ASS? € LC-MS/MS 0,83 ug L-1 OKAIZD(SA‘lgt s
Derivatizacéo 200 pL de 4gua (ACCZQS_#;‘Q?IS ?n?,cl-\CN) 15 min - Glzcﬁ'gf € UHPLC-MS/MS 0,5 pug L-1 CARRE;IQA etal,
Andlise direta 1 mL de agua superficial - - - GIZ?\:;;? € LC-MS/MS 0 SgﬁgeL-l GUO et al., 2019
Andlise direta 2 pL de agua de mesa - - - Glifosato IMS 33 ugL-1 KHADZ%'XI; etal,
. DPV SETZNAGL;
- - - - - Glifosato  ~rgo.cunpsy 0MIL1 cESARING, 2020
100 mL de agua de cultura Glifosato e 109 e
SPE hidropdnica/eluicdo com 10 - - AMPA HPLC-ICP-MS/MS 0 29’ ug L-1 TIAGO et al, 2020

mL de agua com HCI 10%

Fonte: O autor, 2020.
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ACN: acetonitrila, DCM: diclorometano, FD: detector por fluorescéncia, TA-IL-DLLME: microextracao dispersivo-liquido-liquido a base de liquido idnico assistido
por temperatura, FRET (carbono dots): transferéncia de energia por ressonéancia de fluorescéncia (pontos de carbono), CV: voltametria ciclica, MIPPy: polipirrol
molecularmente impresso, AQC: 6-aminoquinolil-n-hidroxisuccinimidil carbamato, IMS: espectrometria de mobilidade i6nica, DPV: voltametria de pulso
diferencial, GC/rCO-CuNPs: 6xido de grafeno reduzido e nanoparticulas de cobre, HCI: &cido cloridrico, ICP: plasma indutivamente acoplado.



39

2.7 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Na analise cromatogréfica, frequentemente as etapas de preparo de amostras
e de separacdo dos compostos sdo otimizadas com o emprego de técnicas
estatisticas multivariadas. Variar todos os fatores ao mesmo tempo é vantajoso em
razdo de que as variaveis podem influenciar umas as outras mutuamente, e o valor
ideal para uma delas pode depender do valor da outra. Esse comportamento é
chamado de interacéo entre os fatores (FERREIRA et al., 2007; NETO, SCARMINIO,
BRUNS, 2010).

Usando planejamentos experimentais baseados em principios estatisticos, é
possivel extrair do sistema em estudo o maximo de informacfes Uteis, fazendo um
namero minimo de experimentos. A esséncia de um bom planejamento consiste em
projetar um experimento de forma que seja capaz de fornecer exatamente o tipo de
informacgao que se procura (NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2010).

Em resumo, a utilizacdo de planejamentos experimentais busca obter um
modelo matematico apropriado para descrever um certo fenbmeno, utilizando o
minimo possivel de experimentos. O planejamento experimental fornece eficiéncia e
economia no processo experimental e o uso de métodos estatisticos na andlise dos
dados obtidos resulta em objetividade cientifica nas conclusées (NETO, SCARMINIO,
BRUNS, 2010).

Todo planejamento experimental comegca com uma série inicial de
experimentos, com o objetivo de definir as variaveis e os niveis importantes. Sao feitas
alteracdes propositais nas variaveis de entrada de um processo ou sistema, de modo
que se possa avaliar as possiveis alteracdes sofridas pela variavel resposta, como
também as razdes de sua alteragdo (NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2010).

Um experimento fatorial completo inclui todas as possiveis combinacdes entre
os niveis dos fatores do experimento. Ja os experimentos fatoriais 2% tém k fatores,
com dois niveis cada. Os experimentos 2K; como por exemplo o planejamento fatorial
22, também conhecido como planejamento experimental do tipo estrela; constituem
uma importante classe de planejamento pois 0 numero de ensaios envolvidos na
realizacdo desses experimentos € relativamente pequeno. Apesar da regido
experimental nestes experimentos ser restrita, é possivel indicar tendéncias e
determinar uma melhor, ou mais adequada, diregcdo para novos experimentos
(FERREIRA et al., 2007; NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2010).
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Para o planejamento fatorial 22, como representado na Figura 7, sédo realizados
experimentos na condigao central, em condicdes +1 e -1, sendo os valores de
acréscimo e diminuicdo iguais e definidos pelo analista. Além disso, 0os experimentos
sao aplicados em condi¢cdes de +a e —q, sendo o valor de a para um planejamento
fatorial 22 definido pela Equacéo 3 (FERREIRA et al., 2007):

a =+ 422 (3)

Figura 7 — Representacéo do planejamento fatorial 22, denominado planejamento do
tipo estrela.

A
+a [
£x . D At TR
X, 0 o (] b

I ® °

o = | |
T T T T T >
+a +1 0 -1 -a

Fonte: O autor, 2020.

A medida que o nimero de fatores em um experimento fatorial 2k aumenta, o
namero de experimentos também aumenta. Nesta aplicacdo, considera-se um grande
namero de variaveis ou fatores que podem influenciar no sistema ou processo. Neste
caso, o experimento fatorial é fracionado a fim de identificar quais variaveis ou fatores
influenciam no processo e, posteriormente, realizar um experimento mais detalhado,
somente com os fatores que influenciam (FERREIRA et al., 2007; NETO,
SCARMINIO, BRUNS, 2010).

Para evitar a ocorréncia de distor¢cao estatistica nos resultados, isto é, para
impedir que desvios atipicos sejam obrigatoriamente associados a determinadas
combinacdes de niveis, deve-se realizar os ensaios em ordem aleatoéria. Outro ponto

importante é que a realizacao das réplicas, quando houver, deve refletir a variabilidade
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do processo em toda a faixa de estudo, ndo apenas numa determinada combinagéo
de niveis (NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2010).

2.8 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validacao € definida como o ato de verificar e confirmar que os requisitos
especificos para um determinado uso pretendido sdo atendidos, fazendo-se uso de
exame e fornecendo evidéncia objetiva para a comprovacdo (ABNT, 2017). E
necesséria a validacdo de todos os procedimentos (etapas) realizados no método
(EUROPEAN COMMISSION, 2019).

Os parametros de desempenho considerados para ensaios quantitativos sao:
seletividade, linearidade/faixa de trabalho/faixa linear de trabalho/sensibilidade, limite
de deteccao (LOD, do inglés limit of detection), limite de quantificacdo (LOQ, do inglés
limit of quantification), tendéncia/recuperacdo, precisdo (repetibilidade, precisao
intermediaria e reprodutibilidade) e, opcionalmente, robustez (INMETRO, 2018). A
avaliacdo da precisao deve, sempre que possivel, envolver a andlise de materiais de
referéncia certificados, participacdo em testes de proficiéncia ou outras comparacdes
interlaboratoriais. Além dos aspectos quantitativos da validagdo, também os
parametros de identificacdo devem ser avaliados, como propor¢édo de ions e tempo
de retencdo (EUROPEAN COMMISSION, 2019).

A Tabela 5 apresenta um resumo dos parametros e as especificacdes
necessarias para a validacdo de um método analitico de acordo com o INMETRO e a
EUROPEAN COMMISSION.
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Tabela 5 - Critérios de validacado de métodos analiticos

Parametro

Definicao

Aplicagéo

Seletividade?

Linearidade®P

Limite de
guantificagéo

(LOQ)*®

Limite de
guantificagédo
(LOD)?

Exatidao?®

Precisao e
Precisao
intermediaria®®

Efeito matriz®?

Raz&o de jonsP

Distingdo entre as respostas dos
analitos

Correlacao entre resposta analitica
e concentracao

Menor nivel em que o analito pode
ser quantificado com exatiddo e
precisao aceitavel em um método
validado

A menor quantidade do analito que
pode ser detectada, mas ndao
gquantificada

Grau de concordancia entre o0s
resultados individuais encontrados
em um determinado ensaio e o valor
de referéncia aceito como
verdadeiro

resultados entre
repetidos de

Dispersdo dos
ensaios diferentes,
uma mesma amostra

AlteracOes na resposta analitica em
funcdo dos componentes da matriz

Resolu¢do em unidade de massa

Resposta de amostras de controle
em branco e fortificadas

Verificacdo da linearidade de no
minimo 5 niveis (n=3), com
RSD<20%

n=6, sendo <LMR

LOD 3,33 vezes menor que o valor
de LOQ

Ensaio de fortificacdo em amostra
branco, minimo de 3 niveis (baixo,
médio, alto), recuperacdo 70-
120%

Em termos de repetitividade: RSD
para cada nivel testado

Em termos de reprodutibilidade:
derivada da validag&ol/verificacédo
continua do método

RSD<20%

Comparacdo da resposta de
padrées em solvente e padrdes na
matriz

Abordar o efeito matriz quando a
supressdo ou aprimoramento de
sinal for >20%

No minimo 2 ions produtos
(S/N=3d). Sobreposicdo completa
dos picos do analito no
cromatograma. A razdo de ions
dos extratos da amostra deve
estar dentro de +30% da média
dos padrdes de calibracéo

Fonte: INMETRO, 2018; EUROPEAN COMMISSION, 2019.

a) INMETRO, 2018 e b) EUROPEAN COMMISSION, 2019.
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3 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental deste trabalho consistiu na otimizagéo e
validacdo de um método de preparo de amostra utilizando reacao de derivatizacdo de
glifosato e AMPA com FMOC-CI para posterior determinacdo por LC-MS/MS. Este
trabalho foi realizado no Laboratério de Andlises de Residuos de Pesticidas (LARP)
do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria (DQ-UFSM),

laboratorio que atua com sistema de gestdo 1ISO 17025:2005 implementado.

3.1 INSTRUMENTACAO

Para os ensaios deste trabalho foram utilizados os seguintes equipamentos:

- Agitador rotativo — (Heidolph, Alemanha);

- Agitador vortex — Genie 2 (Scientific Industries, USA);

- Balanca analitica UX-420H (Shimadzu, Jap&o);

- Balanca analitica de precisdo AUW-220D (Shimadzu, Japéo);

- Balanca analitica de precisdo APX-200 (Denver Instruments, Brasil);

- Banho ultrassénico USC-1400 (Unique, Brasil);

- Centrifuga Centribio (Equipar LTDA, Brasil);

- Cronébmetro (Pro-Analise, Brasil);

- Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha);

- Sistema de purificacao de agua Milli-Q Direct UV3R (Millipore, EUA);

- Sistema LC-MS/MS modelo Agilent 6470 LC/TQ (Agilent Technologies, EUA)
equipado com:

- Cromatografo a liquido modelo Agilent 1290, contendo sistema controlador
de solventes, bomba binaria Infinity Il Agilent G7120A (Agilent
Technologies, EUA);

- Amostrador automatico modelo Agilent G7167B com controle de
temperatura (Agilent Technologies, EUA);

- Coluna analitica: coluna ZORBAX Eclipse Plus C18 (50 mm x 3.0 mm x 1.8
pum) (Agilent Technologies, EUA);

- Interface/fonte de ionizacao por eletronebulizacéo (ESI) Agilent Jet Stream
(Agilent Technologies, EUA);
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- Detector: analisador de massas tipo triplo quadrupolo (QgqQ) modelo Agilent
G6470A (Agilent Technologies, EUA);

- Sistema de aquisicdo de dados através do Software MassHunter
Workstation 10.0 (Agilent Technologies, EUA);

3.2 REAGENTES, SOLVENTES E DEMAIS MATERIAIS

- Acetato de etila (Scharlab, Espanha);

- Acetona, grau HPLC (Merck, Brasil);

- Acetonitrila, grau HPLC (Merck, Alemanha);

- Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct 3UV® resistividade de
18,2 MQ cm (Millipore, Franga);

- Cloroformato de 9-fluorenilmetil, FMOC-CI (Merck, Alemanha);

- Diclorometano (Honeywell, EUA);

- Extran® neutro (Merck, Alemanha);

- Formiato de amoénio (Merck, Alemanha);

- Hexano (95% n-hexano) (Honeywell, EUA);

- Metanol (Merck, Alemanha);

- Nitrogénio grau de pureza 5.0 (analitico) (Air Liquide, Brasil);

- Tetraborato de sodio, Na2B4O7 (Merck, Alemanha);

3.2.1 Materiais

- Frascos de vidro (vial), capacidade de 2 mL (Agilent, EUA);

- Fitas para medida de pH (0-14) (Merck, Alemanha);

- Filtros de nylon (PTFE) com porosidade de 0,22 pm e 0,45 pum (Allcrom, Brasil;
Agilent, EUA);

- Microtubos tipo eppendorf, capacidade de 2 mL (Labcon, EUA);

- Papel aluminio;

- Ponteiras com capacidade variavel (Brand, Alemanha);

- Tubos de polipropileno, com tampas de rosca com capacidade de 15 mL e
suporte de isopor para tubos (Sarstedt, Alemanha);

- Vidraria comum de laboratério;
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3.2.2Amostras de agua

As 38 amostras de agua (29 amostras de agua superficial e 9 a amostras de
agua potavel) avaliadas neste trabalho sdo provenientes de zonas agricolas dos
estados do Rio Grande do Sul e Mato Grosso. As amostras foram armazenadas em
frascos de polipropileno e mantidas sob refrigeragdo em temperatura entre 4 e 10 °C.

3.3 ESCOLHA DA AMOSTRA BRANCO DE AGUA

A amostra utilizada como branco foi escolhida a partir das amostras coletadas.
Nesta amostra avaliou-se por LC-MS/MS a presenca de sinal analitico no tempo de
retencdo (tr) dos compostos em estudo. A amostra “branco” foi acondicionada em

frascos de polipropileno e armazenada em geladeira em temperatura entre 4 e 10 °C.

3.4 PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS

A Tabela 6 informa a pureza, férmula molecular, massa molecular (g mol?),
ponto de ebulicdo (°C) e ponto de degradacéo (°C), pKa e solubilidade em agua (mg
L-1) do glifosato e do AMPA.

As solucdes analiticas de glifosato, AMPA e trifenilfosfato utilizadas nesse
estudo foram preparadas a partir de padrdes solidos. A pureza foi corrigida para cada
um dos compostos avaliados durante a etapa de preparo da solucdo estoque de
concentragdo 1000 mg L' em agua ultrapura para o glifosato e o AMPA e em
acetonitrila para o trifenilfosfato. As solugbes foram armazenadas em tubos de
polipropileno (4 a 10 °C, para solugdo aquosa e < -10 °C, para solvente organico). A
partir das solu¢fes individuais, preparou-se uma mistura de trabalho contendo o
glifosato e o AMPA em uma concentracdo de 10 mg L* em &gua ultrapura, e uma
solucdo de trabalho de trifenilfosfato em uma concentracdo de 10 mg L' em
acetonitrila. Estas foram utilizadas para o preparo de solu¢des padrdo diluidas, as
quais foram utilizadas para os ensaios de fortificagdo da amostra branco. As curvas
analiticas foram preparadas em agua potavel e superficial, em concentracdes de 0,5;
1;2,5;5;10e 20 pug L.
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Tabela 6 - Pureza, formula molecular, massa molecular, ponto de ebulicdo e ponto de
degradacdo, pKa e solubilidade em agua dos compostos analisados

i Massa Ponto de Ponto de Solubilidade
Pureza Formula )
Composto molecular  ebuli¢do degradacéo pKa em agua
(%) molecular L . 3 L
(g mol) °C) C) (gL
AMPA (-) 99,0 CHsNO3sP 111.0 - - pKai 1,8; 1466,6
pKaz 5,4
e pKas
10,0
Glifosato (-) 98,0 C3HsNOsP 169,1 Decompde 200 pKaz 0,8; 10,5
antes da pKaz 2,2;
ebulicdo pKas 5,5
e pKas
10,1

Trifenilfosfato 99,0  CigH1sOsP 326,28 - -
(PN (+)

Fonte: IUPAC, 2019
Pl padréo interno

3.4.1Utilizagcao do padréao interno (PI)

Para uma determinacao confiavel a partir de técnicas cromatograficas, a adicao
de padrao interno (PI) é indispensavel. Esta substancia ndo deve estar presente na
amostra e deve, idealmente, apresentar propriedades fisico-quimicas semelhantes as
dos analitos, sendo utilizada para monitorar as condi¢cdes do equipamento, devendo
estar presente em todas as solucdes injetadas no sistema cromatografico (96/23/EC,
2002). O trifenilfosfato (5 pg L?) foi utilizado como padréo interno para monitorar a

performance instrumental do método.

3.5 CONDICOES INSTRUMENTAIS DO SISTEMA LC-MS/MS PARA
DETERMINACAO DE RESIDUOS DE GLIFOSATO E AMPA EM AGUA

As condi¢cdes cromatograficas do sistema LC-MS/MS foram otimizadas
avaliando de modo univariado parametros como: composicao da fase movel, volume
de injecdo de amostra, temperatura da coluna e vazao de bombeamento da fase
movel. Adicionalmente, parametros relacionados ao separador de massas e a fonte

de ionizagcdo foram otimizados utilizando os softwares Optimizer 10.0 e Source
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Optimizer 10.0 (Agilent Technologies, EUA), respectivamente. As transi¢des no modo
SRM para as etapas de quantificacdo (transicdo de maior intensidade) e identificagao

(transicdo de segunda maior intensidade) para cada um dos compostos foi avaliada.

3.6 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE PREPARO DE AMOSTRA PARA
DETERMINACAO DE GLIFOSATO E AMPA EM AGUA POR LC-MS/MS

O método de preparo de amostra proposto neste trabalho foi desenvolvido a
partir de pesquisas da literatura para determinacéo de glifosato e AMPA em amostras
de &gua (potavel e superficial), baseando-se na rea¢éo de derivatizagdo com FMOC-
Cl utilizada por Ronco e colaboradores (2016).

Testes iniciais foram realizados com a finalidade de avaliar as melhores
condicdes de extracdo do glifosato e AMPA em amostras de agua. Para as avaliacdes
descritas nos itens (3.6.1, 3.6.2, 3.6.3 e 3.6.5) os procedimentos foram realizados em
triplicata (n=3). Para as avaliacbes descritas nos itens (3.6.1 e 3.6.2) foram
adicionados 2 mL de amostra de agua em tubos de polipropileno de 15 mL e ajustado
o0 pH a 9 com solucdo de Na2B4O7 40 mmol L, juntamente com a amostra foram
adicionados 2 mL de uma solugdo de FMOC-CI (1 g L' em acetonitrila).
Posteriormente, a mistura foi mantida sob agitacdo em overnight e sob protecao da
luz em uma mesa rotatoria (54 rotacdes/min). Para a limpeza do extrato, foram
adicionados 5 mL de diclorometano e a mistura foi agitada durante 3 min, em seguida,
realizou-se a etapa de centrifugacao (8 min, 3500 rpm). Por fim, o extrato foi filtrado e
acondicionado em vials de vidro para analise cromatografica. Os testes foram feitos

em diferentes concentracdes de fortificagdo de acordo com o propésito de cada teste.

3.6.1Avaliacao do tempo de derivatizacao

A avaliacdo do tempo de derivatizacédo foi feita (sob agitacdo mecanica) em
periodos de tempo de O, 1, 15, 30, 60, 120, 300, 600, 720 e 900 min (n=3). A
fortificacdo das aliquotas foi feita na concentracdo de 100 pg L e posteriormente
diluidas 10 vezes, a fim de obter extratos em concentracdo contida na curva de
calibracdo (10 pg L1). Os sinais obtidos para GLI-FMOC e AMPA-FMOC foram
monitorados para os diferentes tempos de derivatizacao.
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3.6.2Avaliacdo do preparo da curva analitica

Dois modos de preparo da curva analitica foram avaliados: 1) preparar 0s
pontos da curva individualmente (curva derivatizada) e 2) derivatizar um padrao de
alta concentracao e preparar a curva a partir de suas diluicdes em agua potavel (curva
diluida) (MARTINS et al., 2016). Para ambos os testes foram feitas curvas analiticas
de 0,5a 20 ug L (n=3).

3.6.3Avaliacéo do efeito do solvente de limpeza

No presente trabalho, diclorometano e acetato de etila foram avaliados como
solventes de limpeza. Foram utilizados 2 mL de FMOC-CI e 5 mL dos solventes de
limpeza (n=3). A eficiéncia da remog¢é&o dos co-extrativos foi avaliada comparando a
varredura do espectro de massa (modo de varredura completa) para os extratos
limpos com os solventes e o0 extrato sem limpeza. Adicionalmente, foi realizada a
determinacao da massa de residuo restante nos solventes de limpeza para escolher
o solvente de limpeza mais eficaz. Assim, apés a limpeza, 4 mL dos solventes de
limpeza foram transferidos para frascos de vidro e evaporados sob uma corrente de
nitrogénio, sendo estimada a massa de residuos solidos.

3.6.4Avaliacdo de planejamento fatorial 22 para derivatizacdo de glifosato e

AMPA em agua e posterior determinac¢éo por LC-MS/MS

A fim de obter a condi¢do ideal para o método proposto, foram avaliados
parametros relacionados as etapas de derivatizacdo e limpeza. Para isso, foi utilizado
um planejamento fatorial do tipo estrela contendo duas variaveis, o volume de FMOC-
Cl (0,59; 1; 2; 3 e 3,41 mL) e de acetato de etila (3,59; 4; 5; 6 e 6,41 mL). No total,
dezenove experimentos foram realizados com diferentes combinac¢des de volume de
FMOC-CI e acetato de etila, sendo realizados em duplicata, com excecéo do ponto
central, que foi realizado em triplicata (Tabela 7, Tabela 8 e Tabela 9). Aléem disso,
todos os experimentos foram feitos de forma aleatéria, fortificados na concentracéo

de 2,5 ug L dos analitos.



Tabela 7 - Matriz do planejamento experimental codificada

Experimento X1 X2
1 -1 -1
2 -1 -1
3 1 -1
4 1 -1
5 -1 1
6 -1 1
7 1 1
8 1 1
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 -1,414 0
13 -1,414 0
14 1,414 0
15 1,414 0
16 0 -1,414
17 0 -1,414
18 0 1,414
19 0 1,414

Fonte: FERREIRA et al., 2007.

Tabela 8 - Matriz do planejamento experimental decodificada

Codigo Volume de FMOC-CI (mL)

Volume de acetato de etila

(mL)

-1,414 0,59 3,59
-1 1,00 4,00

0 2,00 5,00

1 3,00 6,00
1,414 3,41 6,41

Fonte: O autor, 2020.
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Tabela 9 - Condicdes experimentais avaliadas pelo planejamento fatorial 22

Experimento  Volume de FMOC-CI (mL) Volume de acetato de etila

(mL)
1 1,00 4,00
2 1,00 4,00
3 3,00 4,00
4 3,00 4,00
5 1,00 6,00
6 1,00 6,00
7 3,00 6,00
8 3,00 6,00
9 2,00 5,00
10 2,00 5,00
11 2,00 5,00
12 0,59 5,00
13 0,59 5,00
14 3,41 5,00
15 3,41 5,00
16 2,00 3,59
17 2,00 3,59
18 2,00 6,41
19 2,00 6,41

Fonte: O autor, 2020.
3.6.5Avaliacdo da estabilidade dos analitos

As estabilidades do glifosato e AMPA nas solucdes derivatizadas foram
avaliadas. Para tal, diferentes aliquotas foram fortificadas com volumes equivalentes
a 5 ug Lt (n=3), sendo mantidas em temperatura ambiente (15 a 25 °C) e sob
refrigeracao (<10 °C) durante 28 dias. GLI-FMOC e AMPA-FMOC foram determinados

nestas aliquotas em periodos de tempo de 0, 1, 3, 5, 7, 14, 21 e 28 dias.

3.7 VALIDACAO DO METODO DE PREPARO DE AMOSTRA EMPREGANDO
REACAO DE DERIVATIZACAO E DETERMINACAO DE GLIFOSATO E AMPA
EM AGUA POR LC-MS/MS

O meétodo de derivatizagcdo otimizado neste trabalho para posterior
determinacao de residuos de glifosato e AMPA em agua por LC-MS/MS foi validado
para agua potavel e agua superficial. Os parametros avaliados e validados foram a
seletividade, a linearidade, os limites de deteccao e de quantificacdo, a exatiddo e a
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precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) e o efeito matriz (INMETRO, 2018;
EUROPEAN COMMISSION, 2019). Os parametros de validacdo avaliados do

desenvolvimento do método analitico proposto estédo descritos na Tabela 10.
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Tabela 10 - Parametros de validacao utilizados para o método analitico proposto neste

estudo

Parametro Definicéo Aplicacao

Seletividade Distingdo entre as respostas do Extracdo da matriz isenta dos analitos
analito (matriz branco)

Linearidade Correlacéo entre resposta analitica Curva analitica (y = ax + b)

e concentracao Faixa linear para 6 niveis, de 0,5 a 20,0
ug L™
n=3, RSD=<20%

LOQ Menor nivel em que o analito pode Relagéo sinal ruido S/N>10 calculado
ser quantificado com exatiddo e pelo software do equipamento. Ensaio
precisdo aceitavel em um método de fortificagdo no nivel pretendido, n=6
validado

LOD A menor quantidade do analitoque LOD= LOQ
pode ser detectada, mas n&o 3,33
guantificada

Exatidao Grau de concordancia entre os Ensaios de fortificacdo em extrato
resultados individuais encontrados branco em 4
em um determinado ensaio e o niveis de concentracdo (0,5; 1; 5 e 10
valor de referéncia aceito como ugL?)
verdadeiro n=6, RSD<20%

Preciséo e Dispersdo dos resultados entre Em termos de repetitividade: RSD para

Preciséo ensaios diferentes, repetidos de as 6 replicatas

intermediaria

Efeito matriz

uma mesma amostra

AlteragBes na resposta analitica
em funcdo dos componentes da

matriz

de

execucdo em dias diferentes

Em termos reprodutibilidade:
Comparacao entre as inclinagbes das
curvas preparadas em agua potavel
(curva no solvente) e em agua
superficial (curva na matriz)

EM% = *100

Amatriz = Asolvente

Amatriz

Fonte: INMETRO, 2018; EUROPEAN COMMISSION, 2019.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CONDICOES INSTRUMENTAIS DO SISTEMA LC-MS/MS PARA
DETERMINACAO DE RESIDUOS DE GLIFOSATO E AMPA EM AGUA

Anteriormente a determinacdo de glifosato e AMPA em amostras de &agua,
parametros cromatograficos como volume de injecdo, composicédo e vazado de fase
movel foram otimizados. Além disso, parametros relacionados ao espectrometro de
massas em série, como condi¢ces operacionais da fonte de ions, ions precursores e
ions produto, além da tensao aplicada ao fragmentador, energia de colisdo adequada
para a formacgdo dos ions produto também foram otimizados. Assim, as condi¢des
Otimas para a determinacao de glifosato e AMPA a partir do sistema LC-MS/MS foram
fixadas para os estudos desenvolvidos ao longo deste trabalho e estdo apresentadas
na Tabela 11.

Tabela 11 - Condic¢bes instrumentais do sistema LC-MS/MS empregadas durante o
estudo

Parametro Condicao
Temperatura da coluna 35 (°C)
Temperatura do amostrador 4 (°C)
Voltagem do capilar 4,5 (kV)
Temperatura de dessolvatacéo 225 (°C)

Vazéao do géas de dessolvatagdo (N2) 8 (L min)

Temperatura do sheath gas 350 (°C)

Vazéo do sheath gas (N2) 11 (L mint)
Presséo do gas nebulizador 45 (psi)

Tenséo do nozzle 1000 (V)
Volume de injecao 3 (uL)

Tempo de permanéncia 200 (ms)
Tempo de aquisicéo 1,301 (ms/ciclo)

Fonte: O autor, 2020.
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A composicdo da fase movel utilizada foi adaptada de Ronco et al., (2016). A
fase movel empregada consistiu em: A) solucdo aquosa contendo formiato de amonio
5 mmol L* e B) metanol contendo formiato de amdnio 5 mmol L%, conforme gradiente

descrito na Tabela 12. O tempo total de corrida foi de 8,3 min.

Tabela 12 - Gradiente da fase movel utilizado para determinacdo de residuos de
glifosato e AMPA em &gua no sistema LC-MS/MS

Tempo (min) %A %B
Inicial 95 5

5 0 100

55 0 100
7,1 95 5

Fonte: O autor, 2020.
*VVazao constante de 0,5 mL min-t.

As condic¢des instrumentais de aquisicdo de sinal para os derivados de FMOC

sdo mostradas na Tabela 13.

Tabela 13 - Transic6es de monitoramento de reacdo selecionada (SRM) usadas para os
analitos derivatizados e padrao interno

Transi¢cbes SRM, m/z (CE, eV) Tempode Razéo
tr Fragmentador o .
Compostos ] B N permanéncia de ions
(min)  Quantificacdo Identificacéo V)
(s) (%)
FMOC-glifosato 3,800 390>168(9) 390> 150 (21) 110 0,2 28
FMOC-AMPA 5,031 332>110(13) 332>136(17) 80 0,2 47
Trifenilfosfato (PI) 6,091 327 > 152 (29) 327 > 215 (21) 80 0,2 29

Fonte: O autor, 2020.
CE: energia de colisdo, PI: padrdo interno
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4.2 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE PREPARO DE AMOSTRA PARA
DETERMINACAO DE GLIFOSATO E AMPA EM AGUA POR LC-MS/MS

4.2.1 Avaliacdo do tempo de derivatizacao

A andlise apropriada do glifosato e AMPA, empregando a técnica de
derivatizacdo com FMOC-CI, depende substancialmente do tempo necessario para a
conversdo completa de glifosato e AMPA em suas formas derivatizadas (GLI-FMOC
e AMPA-FMOC), ou seja, é necessario garantir a completa substituicdo de cloro na
estrutura do FMOC-CI pelo glifosato e AMPA (BERNAL et al.,, 2012). Em geral,
estudos na literatura relatam tempos de derivatizacdo entre 4-24h, ndo havendo
tempo considerado padrao para a derivatizacao de glifosato e AMPA usando o FMOC-
Cl (PERUZZO; PORTA; RONCO, 2008; NEDELKOSKA; LOW, 2004). Sendo assim,
0 tempo necessario para a derivatizacdo de glifosato e AMPA em agua foi avaliado
monitorando a resposta percentual dos analitos para cada condicdo empregada (0 a

900 min). Os resultados sdo mostrados na Figura 8.

Figura 8 - Avaliacdo da resposta para GLI-FMOC e AMPA-FMOC em funcao do
tempo de derivatizacao (n=3)
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Fonte: O autor, 2020.
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Com base nos resultados obtidos, é possivel observar que, para tempos de 1
a 900 min de derivatizacdo, a variacao percentual na area nao foi significativa para os
dois analitos. No entanto, com a derivatizacdo dos analitos por 1 min, ndo houve
separacdo completa das fases durante a etapa de limpeza. Além disso, o desvio
padrao para os tempos de 1 e 15 min foi alto quando comparado aos demais. Assim,
o tempo de 30 min foi adotado como a condicdo ideal e utilizado para os demais

estudos.

4.2.2 Avaliacéo do preparo da curva analitica

Dois modos de preparacao da curva analitica foram avaliados: 1) preparar os
pontos da curva individualmente (curva derivatizada) e 2) derivatizar um padrao de
alta concentracao e preparar a curva a partir de suas diluicdes em 4gua potavel (curva
diluida). A curva diluida a partir de um ponto de 100 ug L derivatizado, procedimento
2, foi proposta com o objetivo de minimizar as etapas de preparo de amostra, evitando
a derivatizacdo de todos os pontos da curva para cada conjunto de amostras
analisadas, viabilizando sua aplicacdo para analises de rotina. As duas curvas foram
feitas em concentracdes de 0,5 a 20 pug L* (n=3), e comparadas com base em suas
inclinacdes. Este procedimento foi realizado para observar possiveis influéncias na
resposta do sinal para GLI-FMOC e AMPA-FMOC, pois € esperado que a
concentracdo de co-extratos para o0 modo de preparacdo numero 1 seja
significativamente maior. Os resultados sédo mostrados na Figura 9.

Para os dois analitos, a diferenca de inclinacdo entre os dois modos de preparo
da curva analitica foi inferior a 5% (teste t-Student nivel de confianca de 95%),
indicando que ndo ha supressdo ou aumento do sinal para o modo de preparo 1
(inclinacao igual a 184,26 para GLI-FMOC e 110,84 para AMPA-FMOC) em relacéo
ao modo 2 (inclinacado igual a 184,74 para GLI-FMOC e 107,53 para AMPA-FMOC).
Assim, para os demais estudos, as curvas analiticas foram preparadas diluindo um

ponto derivatizado de 100 pg L (procedimento 2).
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Figura 9 - Curvas analiticas para a) GLI-FMOC e b) AMPA-FMOC, derivatizando os
pontos individualmente e derivatizando um padréo de 100 pg L-1 para diluigdo em
agua da torneira
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Fonte: O autor, 2020.

4.2.3Avaliagcao do efeito do solvente de limpeza

Para garantir o melhor desempenho instrumental é necesséario remover 0s
interferentes provenientes da derivatizacgdo com FMOC-CI (FMOC-CI residual e
FMOC-OH), sendo comumente empregada para este fim, a técnica de extracédo
liquido-liquido apds a derivatizagdo. Os solventes organicos mais utilizados na etapa
de limpeza sdo o diclorometano (RONCO et al., 2016; STEINBORN et al., 2016) e 0
acetato de etila (CATRINCK et al., 2014). A eficiéncia de remocao dos co-extrativos
foi avaliada comparando a varredura do espectro de massas (modo de varredura
completa) para os extratos limpos com os solventes e o extrato sem limpeza, conforme

mostrado na Figura 10.
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Figura 10 - Varredura de espectro de massa (modo negativo de varredura completa, 100 até 350 m/z, fragmentador fixado em 50 V,
volume de injecdo 10 pL) para extratos sem limpeza (), limpeza com diclorometano (M) e limpeza com acetato de etila (B)
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E possivel observar uma diferenca significativa entre a intensidade do espectro
de varredura do extrato sem e com a limpeza. Quando a etapa de limpeza é usada, a
ampliacdo da imagem de varredura completa mostra uma diminui¢do no sinal para os
ions 195 e 257,1 (de FMOC-OH e FMOC-CI, respectivamente). Esse fato indica uma
remocao eficiente do FMOC-CI e de seu produto hidrolisado (FMOC-OH) com o uso
de ambos os solventes na etapa de limpeza.

Como nenhuma diferenca significativa entre os solventes de limpeza foi
observada para os resultados de varredura completa, foi realizada a determinacéo da
massa residual nos solventes de limpeza (n=3) para escolher o mais eficaz. As
massas de residuos sdlidos obtidas para limpeza com diclorometano e acetato de etila
foram de 0,25 e 1,3 mg, respectivamente. O maior valor para a massa de residuos
sélidos empregando limpeza com o acetato de etila indica uma maior remocéao de co-
extrativos em comparac@o ao uso de diclorometano. Além disso, o aspecto visual
desses residuos soélidos corrobora com os resultados gravimétricos obtidos, como
visto na Figura 11. Assim, os demais experimentos foram realizados usando acetato

de etila como solvente de limpeza.

Figura 11 - Comparacao visual do residuo solido remanescente da limpeza com a)
diclorometano e b) acetato de etila (n=3)

Fonte: O autor, 2020.

A eficiéncia da etapa de limpeza impacta diretamente na etapa de
determinacao quando utilizado o sistema de espectrometria de massas, uma vez que
a presenca de coextrativos diminui a sensibilidade instrumental, acarretando na

necessidade de maior frequéncia de limpeza do equipamento, e consequente
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aumentando nas despesas relacionadas a analise, impactando negativamente no
desenvolvimento do trabalho (SARGENT, 2013).

4.2.4Avaliacdo de planejamento fatorial 22 para derivatizacdo de glifosato e

AMPA em agua e posterior determinacao por LC-MS/MS

A razao estequiométrica entre o analito e o reagente derivatizante afeta a
formacéo do produto derivatizado. Estudos anteriores indicam que uma propor¢ao de
1:1 é ineficaz para a reagéo, sendo necessario um excesso significativo de FMOC-CI
para garantir a completa converséo dos produtos (GHANEM et al., 2007). A fim de
obter a condicdo ideal para o método proposto, foram avaliados parametros
relacionados as etapas de derivatizacdo e limpeza utilizando o planejamento fatorial
22, A Tabela 14 apresenta as variaveis codificadas e decodificadas, juntamente com

a resposta dos analitos para as diferentes condi¢cdes experimentais realizadas.

Tabela 14 — Resultados do planejando fatorial 22 com pontos centrais e axiais, com
triplicata no ponto central e duplicata nos outros testes

Va_ri_éveis Variaveis decodificadas Area Area
codificadas GLI-FMOC AMPA-FMOC
Experimento Volume de  Volume de . o1pSD  MédiatRSD
X1 X2 FMOC-CI ac_etato de (%) (%)
(mL) etila (mL)
le?2 -1 -1 1,00 4,00 87315 708+1
3e4 1 -1 3,00 4,00 852+22 677+10
5e6 -1 1 1,00 6,00 76916 717+3
7e8 1 1 3,00 6,00 955+15 81048
9,10e 11 0 0 2,00 5,00 746x19 695+17
12e 13 -1,414 0 0,59 5,00 711+15 673+3
14 e 15 1,414 0 3,41 5,00 94348 7475
16 e 17 0 -1,414 2,00 3,59 729+17 703+4
18 e 19 0 1,414 2,00 6,41 703+16 67819

Fonte: O autor, 2020.

Os resultados da éarea integrada para GLI-FMOC e AMPA-FMOC foram
compilados e aplicados no software STATISTICA 7.0. Os valores de p (significancia
estatistica da regressdo do modelo) para GLI-FMOC e AMPA-FMOC foram 0,1699 e
0,3212 usando o modelo linear. Utilizando o modelo quadratico, os valores de p para
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GLI-FMOC e AMPA-FMOC também foram maiores que 0,05, sendo 0,2066 e 0,5089,
respectivamente. Assim, os modelos propostos para o presente trabalho né&o
apresentaram ajuste. Apesar disso, é possivel observar um comportamento padrao
para os resultados obtidos. A resposta da area para ambos os analitos foi
significativamente dependente do volume de FMOC-CI usado, enquanto o volume de
acetato de etila influenciou em menor proporcao. Os experimentos 7 e 8 mostraram a
resposta mais alta e RSDs < 15% para ambos os analitos. Assim, o0 método proposto

no presente trabalho utilizou 3 mL de FMOC-CI e 6 mL de acetato de etila.

4.2.5Avaliagcao da estabilidade dos analitos

Conhecer a estabilidade quimica dos analitos € fundamental para garantir a
exatiddo na determinacdo dos compostos. Uma vez derivatizados, o glifosato e o
AMPA podem ter influéncia do pH, temperatura, dentre outros fatores na sua
estabilidade (COUTINHO; MAZO, 2005). Sendo assim, a estabilidade do glifosato e
AMPA nas soluc¢@es derivatizadas foram avaliadas em periodos de tempo de 0, 1, 3,
5, 7, 14, 21 e 28 dias nas solu¢cdes mantidas em temperatura ambiente e sob
refrigeracado (< 10 °C). Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 12.

Com base nos resultados obtidos, € possivel observar que o GLI-FMOC
permaneceu estavel em solucdo por até 14 dias, quando mantido em temperatura
ambiente e refrigerado. No 21° dia de monitoramento, foi observada uma diminuigéo
de cerca de 40% para os extratos mantidos a temperatura ambiente e 60% para 0s
extratos mantidos sob refrigeracédo. O sinal do AMPA-FMOC permaneceu constante
durante os 28 dias para os extratos mantidos em temperatura ambiente; no entanto,
no 21° dia, houve uma diminuicdo de cerca de 30% do sinal quando mantido sob
refrigeracdo. Assim, pode-se dizer que os analitos permaneceram estaveis em ambas
as formas de armazenamento por até 14 dias. Esta informacéo é relevante, pois é
possivel armazenar padrbes derivatizados sem a necessidade de refrigeracdo e

utiliza-los por até duas semanas.
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Figura 12 - Respostas percentuais obtidas para solucéo padrao derivatizada de 5 ug
L! de a) GLI-FMOC e b) AMPA-FMOC (n=3), mantidas a temperatura ambiente (15-
25 °C) e refrigerada (< 10 °C)
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Fonte: O autor, 2020.

4.3 VALIDACAO DO METODO DE PREPARO DE AMOSTRA EMPREGANDO A
DERIVATIZACAO PARA POSTERIOR DETERMINACAO DE GLIFOSATO E
AMPA EM AGUA

A validacdo do método de derivatizagdo proposto neste estudo foi feita com
agua potavel e agua superficial. A analise cromatografica foi feita por sistema LC-
MS/MS. As solucgbes utilizadas para avaliar a linearidade foram preparadas de
maneira independente em agua potavel e agua superficial. Foram avaliados e
validados parametros como seletividade, linearidade, os limites de detecgéo e de
quantificacdo, exatiddo e precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) e efeito
matriz. O extrato de &gua em branco foi analisado e confirmou que ndo foram

encontrados glifosato e AMPA.
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4.3.1 Seletividade

A seletividade do método foi assegurada pela analise no sistema LC-MS/MS e
comparacao cromatografica da matriz em branco e da matriz em branco fortificada na
concentracédo de 10 pg Lt. Como apresentado na Figura 13, ndo foram observados
picos de interferéncia nas janelas de retencao para os ions analisados derivatizados,
mesmo para a agua superficial, que possui material organico em sua composicao.
Além do tempo de retencdo, a seletividade do método também foi garantida com base
no monitoramento dos ions de quantificacdo e identificacdo selecionados para os

analitos.

Figura 13 - Cromatogramas do branco e do branco fortificado na concentragéo de 10
ug Lt para o GLI-FMOC e AMPA-FMOC obtidos no modo SRM por LC-MS/MS em a)
agua potavel e b) 4gua superficial
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Fonte: O autor, 2020.

4.3.2 Linearidade e curva analitica

Assegurou-se a linearidade do método proposto pela utilizagdo da regressao
linear para seis niveis de concentracdo (0,5; 1; 2,5; 5; 10 e 20 ug L?) das curvas

preparadas em agua potavel e agua superficial (n=3), além da obtencéo do coeficiente
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de determinacéo (r?). Foi possivel obter uma faixa linear de 0,5 a 20 pug L* com r? 2
0,99 para GLI-FMOC e AMPA-FMOC por LC-MS/MS para os dois tipos de agua. Os

residuos se apresentaram abaixo de 20% para todos os niveis de concentracao.

4.3.3 Limites de quantificacdo (LOQ) e de detecc¢éo (LOD)

Neste trabalho, o limite de quantificacdo foi considerado como sendo 0 menor
nivel de fortificacdo que pdde ser validado com precisdo e exatiddo aceitaveis
(recuperacdes entre 70-120% e RSD < 20%) e com relacao sinal/ruido (S/N) maior
que 10 (ICH, 2005; EUROPEAN COMMISSION, 2019). O LOQ do método por LC-
MS/MS para o glifosato e o AMPA foi de 0,5 pg L. O limite de detecc¢éo foi calculado
pela divisdo do valor do LOQ por 3,33, resultando em um LOD de 0,15 ug L™ para os
dois analitos.

4.3.4 Exatidao e precisao (repetibilidade e preciséo intermediaria)

A exatidao e precisdo do método foram avaliadas pela realizacdo de ensaios
de recuperacdo em amostras branco em 4 niveis de fortificagéo (0,5; 1; 5e 10 ug L'1),
cada nivel com 6 réplicas. Os critérios de aceitacdo foram baseados na recuperacao
entre 70 e 120% com RSD < 20% (EUROPEAN COMMISSION, 2019). Os ensaios de
validacéo foram repetidos em dias diferentes para avaliar a precisdo intermediaria do
método para agua potavel e agua superficial. O uso do padréo interno trifenilfosfato
foi feito apenas com a finalidade de verificacdo do sinal analitico proveniente do
instrumento, ndo sendo necesséario o seu uso para fins de correcdo na etapa de
quantificacdo. A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos para os testes de exatidao
(recuperacao) e precisao (RSD).

Os testes de exatidao e precisao proporcionaram resultados satisfatorios para
0S compostos avaliados, uma vez que as recuperacoes variaram de 104 a 119%, com
RSD =£11% para agua superficial e 87 a 114%, com RSD <17% para agua potavel. Os
resultados da precisdo intermediaria foram satisfatorios, pois o0s valores de
recuperagéo permaneceram entre 79 e 119% com RSD <19% para os dois compostos

nos dois tipos de agua.
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4.3.5 Efeito matriz

O efeito matriz (EM%) foi calculado a partir das inclinacdes das curvas de
calibracdo da agua potavel e agua superficial (n=3). O efeito matriz para LC-MS/MS
apresentou aumento e supresséo do sinal analitico < + 20% para glifosato e AMPA,
sendo obtidos valores menores que 8% para o GLY-FMOC e 10% para o AMPA-
FMOC. Sendo assim, as curvas analiticas em agua potavel e agua superficial se
apresentaram adequadas para a determinacéo de glifosato e AMPA em amostras de
agua. Novamente, o padrao interno trifenilfosfato foi usado apenas para a verificacédo
do sinal analitico instrumental, ndo sendo necessario o seu uso para fins de correcao

na etapa de quantificacao.
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Tabela 15 - Resultados dos testes de exatidao (recuperacao) e precisdo (RSD) usando amostras branco de agua potavel e superficial
fortificadas

Agua potavel Agua superficial

Niveis de fortificacéo (ug L?)

EM  LODm LOQm r2 r2 0,5 1 5 10 0,5 1 5 10
Compostos (%) (ugL?)  (ugL?1) torneira rio Rec + RSD (%), Repetibilidade* Rec + RSD (%), Repetibilidade*
Glifosato 7 0,15 0,5 0,9979 0,9979 105+17 97+14 99+7 1065 118+10 1107 11246 104+8
AMPA 10 0,15 0,5 0,9997 0,9995 96+12 98+14 11448 8713 11743 115+4 11946 119+11
Precis@o intermediaria* Precisdo intermediaria*
Glifosato 8 0,15 0,5 0,9971 0,9981 79+17 107£10 8449 86+12 96+13 115+8 116x14 1107
AMPA -6 0,15 0,5 0,9994 0,9986 112+19 93+14 106+£16  105+10 118+11  115+7 119+14  116%7

Fonte: O autor, 2020.
*n=6, EM: efeito matriz, LODm: limite de deteccao do método, LOQm: limite de quantificagdo do método, Rec: recuperagdo, RSD: desvio padrédo relativo
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4.3.6 Método de derivatizacéo validado neste estudo

O procedimento de derivatizacdo validado consistiu na adicdo de 2 mL de
amostra de agua filtrada com filtro de seringa de nylon (porosidade de 0,45 um) em
tubo de polipropileno de 15 mL e ajustado o pH a 9 com solucéo de Na2B4O7 (40 mmol
L't em &gua ultrapura). 3 mL de FMOC-CI (1 g L' em ACN) foi adicionado e a mistura
foi mantida sob agitacdo por 30 min e sob protecéo da luz em uma mesa rotatoria (54
rotacdes/min). Os extratos foram limpos adicionando 6 mL de acetato de etila e a
mistura foi agitada durante 3 min, em seguida, realizou-se a etapa de centrifugacao (8
min, 3500 rpm). Por fim, os extratos foram filtrados com um filtro de seringa de nylon
(porosidade de 0,22 um) e acondicionados em vials de vidro para analise

cromatografica. O procedimento é apresentado na Figura 14.



Figura 14 - Fluxograma do procedimento de derivatizacdo de glifosato e AMPA com FMOC-CI em agua validado neste trabalho
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4.4 APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS

O método proposto foi aplicado em 38 amostras de agua superficial coletadas
em diferentes cidades dos estados do Rio Grande do Sul e Mato Grosso (Brasil). As
amostras foram coletadas e armazenadas em tubos de polipropileno, sendo mantidas
sob refrigeracéo (entre 4 e 10 °C). O pH das amostras foi ajustado para 9, com solugéo
de 40 mmol L' de Na2BsO7 para o método de derivatizacdo. Quatro amostras
apresentaram residuos de glifosato (A1, A4, A5 e A6; 0,547 — 0,646 ug L1). A amostra
Al também apresentou residuos de AMPA (0,679 pug L%). A Tabela 16 mostra os

valores de concentracdo encontrados para as amostras analisadas.

Tabela 16 - Concentracées dos compostos avaliados encontradas em amostras

Identificacdo das amostras

Compostos

Al A4 A5 A6
Glifosato 0,588 ugL! 0547uglLt 0,575ugL? 0,646 pugL?
AMPA 0,679 ug L? <LOQ <LOQ n.d.

Fonte: O autor, 2020.
n.d.: ndo detectado.

Os valores de glifosato e AMPA encontrados nas amostras estédo cerca de 750
vezes abaixo da concentracdo maxima permitida no Brasil (BRASIL, 2017), contudo,
tais concentracfes expdem o problema da contaminacdo ambiental de glifosato e
AMPA em aguas superficiais. A Figura 14 apresenta os cromatogramas obtidos por
LC-MS/MS para GLI-FMOC e AMPA-FMOC obtidos para a amostra A1, LOQ (0,5 pg
LY) e da amostra branco para agua superficial. O glifosato ja foi detectado
anteriormente em amostras de agua brasileira (CALHEIROS, 2010), e na Argentina

em aguas proximas a localidades de atividade agricola intensa (RONCO et al., 2016).
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Figura 15 - Cromatogramas obtidos por LC-MS/MS de a) GLI-FMOC e b) AMPA-
FMOC a partir de uma amostra positiva de 4gua (A1) com o correspondente LOQ e
uma matriz em branco da agua superficial

GLY-FMOC: -ESI MRM Frag=110,0V CID@3.0 (330.0 -> 168.0)

22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 45 48 5 52 54
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

IAMPA-FMOC: -ESI MRM Frag=80,0V CID@13,0 (332.0 -> 110.0) b)

34 36 38 4 42 44 4% 43 5 52 54 56 58 6 6.2 6.4 66
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Fonte: O autor, 2020.

Todas as amostras quantificaveis sdo provenientes do Mato Grosso, 0 que
pode estar relacionado ao maior territério utilizado para a agricultura e,
consequentemente, maior consumo de glifosato pelo estado do Mato Grosso
(33.638,86 ton), quando comparado ao Rio Grande do Sul (26.229,47 ton) (IBAMA,
2019).



71

5 CONCLUSAO

O presente trabalho descreve a otimizacdo e aplicagdo de um método para a
determinacao de glifosato e AMPA por LC-MS/MS em diferentes classes de agua a
partir de sua derivagcdo com FMOC-CI. Este estudo investigou parametros essenciais
para a obtengdo de resultados analiticos confidveis, como tempo necessario para a
derivatizacao de glifosato e AMPA e composicdo do solvente de limpeza. Ainda, foi
aplicado um planejamento fatorial 22 para a otimiza¢éo do volume da solucdo FMOC-
Cl 1 g L e volume do solvente de limpeza. As condi¢cdes 6timas foram 30 min de
derivatizacao (sob agitacdo), utilizando 3 ml de solugéo derivatizante FMOC-Cl e 6 ml
de acetato de etila na etapa de limpeza.

Além disso, foi possivel construir as curvas de calibracéo a partir de um ponto
derivatizado de uma concentracéo de 100 pg L e diluido, o qual se mantém estavel
e pode ser usado com seguranca por duas semanas. Tais caracteristicas levam a
diminuic&o do erro na construgdo da curva analitica, além de minimizar as etapas do
procedimento, permitindo a analise de um grande nimero de amostras em um curto
periodo de tempo. A analise por LC-MS/MS mostrou alta sensibilidade e seletividade,
0 que permitiu a determinacdo simultanea de glifosato e AMPA em menos de 8
minutos.

Apos otimizado, o método foi validado com relacdo a seletividade, linearidade,
limites de quantificacdo e detecc¢éao, exatidao, precisao, precisdo intermediaria e efeito
matriz. A recuperacéo para ambos os analitos foi aceitavel, encontrando-se entre 70
e 120%, com RSD <20%, com valor de LOQ de 0,5 ug L para glifosato e AMPA. Por
fim, o método validado foi aplicado em 38 amostras de agua dos estados do Mato
Grosso e do Rio Grande do Sul, sendo quatro amostras positivas para glifosato e uma
para AMPA. Finalmente, 0 método mostrou-se adequado para a proposto do trabalho,
apresentando-se simples, rapido e eficiente e pode ser aplicado para analises de

rotina.

5.1 DIRECOES FUTURAS

A execucdo do presente trabalho possibilitou a percepcdo de algumas
avaliacdes, as quais podem agregar em trabalhos futuros, como:
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- Avaliacdo da formacao de complexos de glifosato e AMPA com metais em
amostras de agua e o efeito na derivatizacdo com solucao de FMOC-CI; e

- Avaliacdo da derivatizacdo de glifosato e AMPA residual presente no solo e
sedimento suspenso nas amostras de agua e retidos na etapa de filtracéo,

além de outras amostras vegetais e de alimentos.
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