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RESUMO

O glifosato é um herbicida organofosforado de amplo espectro com maior volume

de produção e utilização no mundo. A discussão sobre os efeitos na saúde humana,

contaminação do solo e ecossistemas aquáticos têm sido uma questão central na

sociedade atual a respeito da continuidade do uso desta substância no meio

ambiente. Visando a proteção da saúde humana, foram estipulados níveis máximos

permitidos de glifosato em água potável, que são determinados por diferentes

agências e países, o que torna indispensável um método confiável e eficiente para a

determinação do glifosato e seu metabólito ácido aminometilfosfônico (AMPA).

Cromatografia Líquida de alta Eficiência com detector de arranjo de diodos

(HPLC-DAD) é pouco utilizado na determinação de glifosato e AMPA, mas

amplamente empregado em análises de outros agrotóxicos. A falta de grupos

cromóforos ou fluoróforos no glifosato envolve uma etapa de derivatização, sendo

que o composto mais utilizado é o 9-cloroformato de fluorenilmetil (FMOC-Cl). Com

base nessas informações, este trabalho teve por objetivo desenvolver uma

metodologia para determinação de glifosato e seu metabólito AMPA em amostras

ambientais de água, derivatizadas com FMOC-Cl empregando a técnica

cromatográfica HPLC-DAD. O método desenvolvido para determinação de glifosato

e AMPA em amostras ambientais de água nestas condições, alcançou o LD para

glifosato e AMPA, de 0,007 e 0,006 mg.L-1 e LQ para glifosato e AMPA de 0,035 e

0,019 mg.L-1, respectivamente. É considerado um método de alta repetibilidade

devido à sua precisão. A partir dele foi possível determinar a presença de glifosato

nas amostras de um dos ambientes investigados, contendo a concentração de

0,078 mg.L-1, valor acima do limite permitido pela resolução CONAMA 357/2005 de

0,065 mg.L-1.

Palavras-Chave: Qualidade da Água, CONAMA, Pesticidas, Cromatografia Líquida,

CLAE.



ABSTRACT

Glyphosate is a broad spectrum organophosphate herbicide with the highest

production and use volume in the world. The discussion about the effects on human

health, soil contamination and aquatic ecosystems has been a central issue in

today's society regarding the continued use of this substance in the environment. In

order to protect human health, maximum permitted levels of glyphosate in drinking

water have been stipulated, which are determined by different agencies and

countries, which makes a reliable and efficient method for the determination of

glyphosate and its aminomethylphosphonic acid metabolite (AMPA) indispensable.

High Performance Liquid Chromatography with diode array detector (HPLC-DAD) is

little used in the determination of glyphosate and AMPA, but widely used in the

analysis of other pesticides. The lack of chromophore groups or fluorophores in

glyphosate involves a derivatization step, the most used compound being

fluorenylmethyl 9-chloroformate (FMOC-Cl). Based on this information, this work

aimed to develop a methodology for the determination of glyphosate and its

metabolite AMPA in environmental water samples, derivatized with FMOC-Cl using

the HPLC-DAD chromatographic technique. The method developed to glyphosate

and AMPA determination in environmental water samples reached the LD for

glyphosate and AMPA, of 0,007 and 0,006 mg.L-1, and LQ for glyphosate and AMPA

0,035 e 0,019 mg.L-1, respectively. It is considered a high repeatability method due

to its precision. It was possible to determine glyphosate in the samples of one of the

investigated environments, containing a concentration of 0.078 mg.L-1, a value above

the limit allowed by CONAMA resolution 357/2005 of 0.065 mg.L-1.

Keywords: Water quality, CONAMA, Pesticides, Liquid Chromatography, CLAE.
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1. INTRODUÇÃO

O glifosato [N-(fosfonometil) glicina] é um herbicida organofosforado de

amplo espectro, não seletivo e de pós-emergência. Amplamente utilizado no

combate às ervas daninhas, ele atua na inibição da 5-enolpiruvil-chiquimato-

3-fosfato-sintase (EPSPS), uma enzima chave na biossíntese de aminoácidos

aromáticos (SHILO et al., 2016), que são essenciais para a sobrevivência das

plantas. É o herbicida com maior volume de produção, usado em mais de 750

produtos diferentes, e mundialmente utilizado na agricultura, silvicultura, áreas

urbanas e em aplicações domésticas (GUYTON et al., 2015; IARC, 2017).

O glifosato tem sido foco de intensa pesquisa científica e inovação de

produtos, o número de publicações científicas e patentes relacionadas a ele

aumentou para quase 20.000 em 40 anos, sendo a maioria nos últimos 15 anos

(DUKE, 2018). Além disso, a discussão sobre os efeitos na saúde humana,

contaminação do solo e ecossistemas aquáticos causados por glifosato, têm sido

uma questão central na mídia e cenário político mundial, onde se debate a respeito

da continuidade do uso desta substância no meio ambiente (CARLES et al., 2019).

Glifosato e herbicidas à base de glifosato podem contaminar organismos,

incluindo seres humanos, ecossistemas e também alimentos e rações (GASNIER et

al., 2009). Já foi possível, inclusive, detectar glifosato em amostras de sangue e

urina coletadas de trabalhadores agrícolas, indicando assim, a absorção desta

substância pelo corpo (GUYTON et al., 2015; IARC, 2017). Alguns estudos

associam a exposição humana ao glifosato à incidência de doenças como câncer

(IARC, 2017; THONGPRAKAISANG et al., 2013), a danos no DNA e efeitos

mutagênicos e reprotóxicos nas células humanas e de organismos vivos (GASNIER

et al., 2009).

Por isso, visando a proteção da saúde humana, foram estipulados níveis

máximos permitidos de glifosato em água potável, que são determinados por

diferentes agências e países. Na União Europeia o limite é de 0,1 µg.L-1; nos

Estados Unidos o limite é de 700 µg.L-1, conforme a determinação da Agência de

Proteção Ambiental (EPA) (WANG, Shizong et al., 2016). No Brasil, conforme a

portaria de consolidação do Ministério da Saúde, n.º 05/2017, o valor residual

máximo permitido de glifosato e seu metabólito o ácido aminometilfosfônico (AMPA)

para água potável é de 500 µg.L-1 (BRASIL, 2011). E conforme a resolução do
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Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) nº 357/2005, são estabelecidos

para águas doces de classe um e classe três os valores residuais máximos de

glifosato de 65 µg.L-1 e 280 µg.L-1 respectivamente (BRASIL, 2005).

Diante desse panorama, torna-se indispensável um método confiável e

eficiente para a determinação do glifosato em amostras ambientais (QIAN et al.,

2009), que assegure um monitoramento ambiental adequado, tendo em vista a

saúde humana e ambiental. Dadas as condições de monitoramento ambiental para

glifosato, é importante ressaltar que frequentemente ao investigar a sua ocorrência,

inclui-se também seu principal produto de degradação, o AMPA (EHLING e REDDY,

2015).

Entre as técnicas mais utilizadas para determinação de glifosato e AMPA em

matrizes ambientais, estão a cromatografia líquida e a gasosa. Contudo, se

comparada à cromatografia gasosa a líquida é mais vantajosa, devido à

característica iônica e de baixa volatilidade do glifosato e AMPA, que favorece a

técnica (DRUART et al., 2011). A cromatografia líquida é, inclusive, a técnica mais

adequada para a detecção de herbicidas fosfônicos e do tipo aminoácido em baixas

concentrações (OKADA et al., 2019).

Na cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), do inglês high

performance liquid chromatography (HPLC), os detectores mais utilizados para

quantificação do glifosato são o de fluorescência (FL) e ultravioleta (UV)

(KACZYŃSKI e ŁOZOWICKA, 2015). Além desses, há também o detector de arranjo

de diodos (DAD) que é pouco utilizado na determinação de glifosato e AMPA, mas

amplamente empregado em análises de HPLC para determinar resíduos de outros

agrotóxicos (ABBASPOUR et al., 2019; CORAZZA et al., 2019; WANG et al., 2019;

XI et al., 2016). O DAD é especialmente útil na análise de amostras com matrizes

complexas por obtenção de espectros de UV e avaliação da pureza dos picos nos

cromatogramas (TUZIMSKI, 2009). A técnica analítica que emprega HPLC-DAD tem

um custo de instrumentação relativamente baixo e ainda assim é suficientemente

seletiva e sensível para análise de resíduos de agrotóxicos em amostras que foram

purificadas e concentradas antes análise cromatográfica (ABBASPOUR et al., 2019;

TUZIMSKI e REJCZAK, 2016).

Relativo à detecção de glifosato e AMPA, a falta de grupos cromóforos ou

fluoróforos dificulta o uso de métodos convencionais (OKADA et al., 2019), como

por exemplo o DAD. Em razão disso, a maioria dos métodos analíticos para
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determinação desses compostos envolvem uma etapa de derivatização, pré-coluna

ou pós-coluna, com a finalidade de aumentar a seletividade e sensibilidade do

método, através da redução do caráter polar das moléculas de glifosato e AMPA,

aumentando a retenção e melhorando a separação cromatográfica (GHANEM et al.,

2007). Para a derivatização o reagente pré-coluna mais utilizado é o 9-cloroformato

de fluorenilmetil (FMOC-Cl) (CARRETTA et al., 2019; DRUART et al., 2011;

KOSKINEN; MAREK e HALL, 2016).

O FMOC-Cl tem baixa solubilidade e estabilidade quando em água, sendo

necessário seu preparo com solvente orgânico miscível com água, a acetonitrila é

um exemplo de solvente orgânico utilizado nesse caso (OKADA et al., 2019).

Embora o FMOC-Cl seja um reagente amplamente utilizado para derivatização, ele

provoca efeitos indesejados durante sua reação em matriz aquosa, que é a

formação de subprodutos de derivatização, tais como o 9-fluorenylmethanol

(FMOC-OH), produto da hidrólise e descarboxilação do FMOC-Cl, que podem

danificar a coluna cromatográfica em caso de precipitação, o que poderá reduzir a

eficiência de ionização da molécula podendo afetar a robustez e sensibilidade do

método em geral (HANKE; SINGER e HOLLENDER, 2008).

Além disso, o excesso do FMOC-Cl utilizado no preparo da amostra pode

pode provocar danos na coluna cromatográfica, e uma das estratégias utilizadas

para remoção do excesso desse reagente além de outras impurezas orgânicas após

a derivatização, é a inclusão de uma etapa de clean-up da amostra com solvente

orgânico (CATRINCK et al., 2014). Somado a isso, uma técnica de preparação de

amostras com pré-concentração dos analitos, também tem potencial de reduzir ou

eliminar possíveis compostos interferentes, o que poderá permitir a transferência

dos analitos para uma fase de extração compatível com o instrumento de análise

(CORAZZA et al., 2019; XI et al., 2016).

Com base nessas informações, este trabalho teve por objetivo otimizar uma

metodologia para determinação de glifosato e seu metabólito AMPA em amostras

ambientais de água, derivatizadas com FMOC-Cl, empregando a técnica

cromatográfica HPLC-DAD.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar uma metodologia para determinação de glifosato e seu metabólito

AMPA em amostras ambientais de água empregando a técnica cromatográfica

HPLC-DAD.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

● Otimizar a reação de derivatização de glifosato e AMPA com FMOC-Cl;

● Otimizar o clean-up da amostra com solvente orgânico;

● Avaliar a eficiência de diferentes colunas analíticas na separação dos analitos

de interesse do método;

● Validar os parâmetros do método: seletividade, linearidade, limite de

detecção, limite de quantificação, precisão e exatidão;

● Obter leituras de glifosato dentro da faixa de concentração determinada pela

legislação brasileira vigente;

● Aplicar a metodologia desenvolvida em amostras ambientais, naturais e/ou

simuladas.

1.2 JUSTIFICATIVA

O glifosato é um dos herbicidas mais utilizados ao redor do mundo (WANG,

Shizong et al., 2016; VAN STEMPVOORT et al., 2014). Extensivamente utilizado na

agricultura para o combate de ervas daninhas. Embora a aplicação deste herbicida

se dê essencialmente sobre as plantas, parte dele acaba no solo onde é fortemente

adsorvido, e lixiviado até o lençol freático podendo chegar até os corpos de água

através do escoamento superficial. Por este motivo, as áreas agrícolas têm sido a

principal via de obtenção de dados de monitoramento e vigilância relacionados à

ocorrência de glifosato e AMPA em águas superficiais e subterrâneas (VAN

STEMPVOORT et al., 2014).

Com relação à produção agrícola, o Brasil é um dos maiores produtores de

grãos do mundo (CATTELAN e DALL’AGNOL, 2018) no cenário nacional o Rio

Grande do Sul se destaca como o maior produtor de arroz, contribuindo com 80%

da produção nacional (CONAB, 2020). Na safra de arroz 2018/2019, a Zona Sul do

Rio Grande do Sul (Arroio Grande, Jaguarão, Pelotas, Rio Grande e Santa Vitória
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do Palmar) obteve a maior de produtividade do estado com a segunda maior área

plantada (Figura 1) (IRGA, 2020).

Figura 1: Produtividade e área plantada de arroz safra 2018/2019 (IRGA, 2020)

E é nessa região que localiza-se a Bacia Hidrográfica Mirim-São Gonçalo, na

qual a Lagoa Mirim é o principal corpo hídrico, seguido da Lagoa dos Patos

(conectada à Lagoa Mirim pelo Canal São Gonçalo), e pela Lagoa Mangueira

(CALDEIRA, 2019). A partir destas informações é possível traçar um panorama da

zona sul do Rio Grande do Sul, considerada uma das maiores regiões orizícolas do

estado, tem a agricultura como uma das principais atividades econômicas, além de

ser uma região abundante em recursos hídricos.

Em regiões como esta é comum a prática de agricultura intensiva atrelada ao

sistema de monoculturas, e é justamente nesses locais que se têm uma maior

aplicação de agrotóxicos, entre tantos, o glifosato e formulações contendo glifosato

são utilizados tanto no preparo do solo para a semeadura, quanto para manutenção

da cultura ao longo do seu desenvolvimento, exterminando ervas daninhas que

possam competir por espaço e nutrientes dos cultivos. O uso indiscriminado de

agrotóxicos pode provocar efeitos negativos que afetarão a saúde dos ecossistemas

ali presentes.
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2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1 O HERBICIDA GLIFOSATO

O glifosato é um herbicida organofosforado de amplo espectro, não seletivo,

de pós-emergência. Sua molécula [N- (fosfonometil) glicina], mais tarde denominada

glifosato, foi sintetizada pela primeira vez em 1950 por Henri Martin, um pesquisador

da pequena empresa farmacêutica suíça, Cilag (FRANZ; MAO e SIKORSKI, 1997).

No entanto, neste período, não foram encontradas aplicações farmacêuticas, e a

molécula passou a ser vendida para uma série de outras empresas, e amostras

foram testadas para diversos tipos de usos possíveis (BENBROOK, 2016).

Foi então que, em 1970 a molécula foi re-sintetizada e testada pela

Monsanto, e seu efeito herbicida foi descrito por Baird e colaboradores em 1971,

seguido por vários outros, e sua patente foi reivindicada e obtida pela Companhia

Monsanto em 1974, como invenção de John E. Franz e, a partir daí, foi introduzida

como produto herbicida Roundup® (formulação do sal de isopropilamina de glifosato

com um surfactante) (SZEKACS e DARVAS, 2012).

A comercialização do Roundup® começou em 1974 e em 2000, ao expirar

sua patente, o uso do ingrediente ativo do herbicida (glifosato) passou a ser ainda

maior, com produtos genéricos de diferentes formulações, agora fabricados por

diversas empresas (BECKIE; FLOWER e ASHWORTH, 2020). A partir daí, as

diversas formulações comerciais disponíveis de glifosato, passaram a apresentar-se

também nas formas de sais de diamônio, monoamônio, potássio, trimetil sulfônio e

sesquisódio, além da já conhecida apresentação em sal de isopropilamina

(TRAVLOS; CHEIMONA e BILALIS, 2017).

Atualmente o glifosato é um dos herbicidas mais utilizados em sistemas de

cultivo agrícolas e não agrícolas em países desenvolvidos (HAGNER et al., 2019),

se não o mais utilizado no mundo (BECKIE; FLOWER e ASHWORTH, 2020; DUKE

e POWLES, 2008; ZHAN et al., 2018). Esse composto é frequentemente utilizado

para controlar o crescimento de ervas daninhas tanto na agricultura, especialmente

em culturas geneticamente modificadas (transgênicas), além da silvicultura, bem

como nas margens de rodovias, ferrovias e áreas urbanas (TRAVLOS; CHEIMONA

e BILALIS, 2017; VAN STEMPVOORT et al., 2014).
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2.2 PROPRIEDADES E MODO DE AÇÃO

O glifosato [N - (fosfonometil) glicina], C3H8NO5P, é um derivado de

fosfonometil do aminoácido glicina, é um sólido cristalino branco e inodoro,

composto por uma função amino básica e três locais ácidos ionizáveis (Figura 2)

(DILL et al., 2010).

Figura 2: Estrutura química do glifosato (BORGGAARD e GIMSING, 2008).

É uma substância química anfotérica que contém a função amino secundária

básica no meio da molécula e sítios ácidos monobásicos (carboxílico) e dibásico

(fosfônico) em ambas as extremidades (SZEKACS e DARVAS, 2012). O glifosato é

altamente polar, não volátil e não possui grupos cromóforos ou fluoróforos (CHEN et

al., 2013). Algumas das propriedades físico-químicas relevantes do glifosato

constam a seguir na Tabela 1.

Tabela 1: Propriedades físico-químicas do glifosato.

Densidade 1,705 g.mL-1 a 20 ºC

Solubilidade em Água 10,5 g.L-1 a 20 ºC e pH 1,9, 12 g.L-1 a 25
ºC

Constante de Dissociação
pKa 1= 2,3 (20 ºC – ácido fosfônico)
pKa 2= 5,7 (20 ºC – amina secundária)
pKa 3= 10,2 (25 ºC – ácido carboxílico)

Ponto de fusão 184,5 ºC

Ponto de Ebulição ~ 100 ºC

Ponto de Decomposição 187 ºC

Insolúvel em acetona, etanol e xileno

Constante da Lei de Henry 2,1 x 10-12 atm-m3 mol-1 a 25 ºC

Fonte: (BAER e MARCEL, 2014).
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Fisiologicamente ele atua inibindo a 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase

(EPSPS), uma enzima chave na biossíntese de aminoácidos aromáticos, hormônios

e outros metabólitos essenciais das plantas (DILL et al., 2010; SHILO et al., 2016).

A fotossíntese e a respiração também são afetadas neste processo, e as plantas

morrerão entre uma e três semanas (CHANG e LIAO, 2002). A eficácia do glifosato

como fitotoxina se deve, em parte, ao seu baixo peso molecular e alta solubilidade

em água, que ajuda sua rápida absorção e translocação pelos tecidos vegetais

(ANADÓN et al., 2009). Porém, após ser aplicado como spray foliar para controlar

ervas daninhas, o glifosato pode acabar em diferentes partes do solo, em locais que

não são seu alvo principal, chegando até outros compartimentos ambientais (Figura

3).

Figura 3: Possíveis vias de contaminação do glifosato após aplicação (KANISSERY et al., 2019).

A metabolização do glifosato se dá a partir da ação de microorganismos do

solo (DUKE, 2011), da qual resulta o AMPA (Figura 4), considerado o único

metabólito significativo do glifosato (JÖNSSON; CAMM e HALL, 2013).
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Figura 4: Via de metabolização por microorganismos do glifosato (BAI e OGBOURNE, 2016;
BORGGAARD e GIMSING, 2008).

O AMPA é fortemente adsorvido aos sólidos do solo (HAGNER et al., 2019),

é quimicamente semelhante ao glifosato e também mostra propriedades

semelhantes em termos de comportamento e toxicidade (JÖNSSON; CAMM e

HALL, 2013). O tempo de meia-vida do glifosato e seu principal metabólito AMPA

pode variar entre 0,8-151 e 10-98 dias respectivamente, essa variação se dá

principalmente pelas propriedades bioquímicas do ambiente onde se encontram,

solo, água, por exemplo (BAI e OGBOURNE, 2016).

2.3 TOXICIDADE

Ao avaliar o risco de um agrotóxico para a saúde humana é necessário definir

uma classificação de perigo e valores toxicológicos de referência. E embora exista

um potencial perigoso relacionado a determinada substância, o que levaria a crer

que todas as avaliações seriam equivalentes, o risco também deve considerar o uso

dessa substância, ou seja, a probabilidade e a proporção dos eventos e efeitos

adversos provocados pelos padrões e condições desse uso (TARAZONA et al.,

2017).
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Formulações à base de glifosato são consideradas em alguns estudos como

um produto não tóxico ou de baixa toxicidade para seres vivos (DUKE e POWLES,

2008; WILLIAMS, KROES e MUNRO, 2000). Estas considerações justificam-se pelo

fato de que a via de biossíntese de aminoácidos aromáticos, a qual é afetada pelo

glifosato, não é compartilhada por membros do reino animal, o que tornaria o

glifosato um inibidor eficiente somente em plantas (WILLIAMS; KROES e MUNRO,

2000).

Apesar disso, outros estudos demonstram que a toxicidade do glifosato é

observada tanto em organismos unicelulares, quanto em organismos multicelulares

encontrados no solo e na água (GILL et al., 2017). Essas espécies não alvo são

afetadas principalmente pelo uso indiscriminado de glifosato (SINGH et al., 2020).

O efeito tóxico em peixes pode produzir alterações de expressão gênica,

alterações fisiológicas, neurológicas, reprodutivas, bioquímicas e histológicas

(FOLMAR; SANDERS e JULIN, 1979; GIANNINI, 2013; LANGIANO e MARTINEZ,

2008; MORAES et al., 2020).

Abelhas expostas a níveis de glifosato comumente encontrados em

ambientes agrícolas tem sua capacidade cognitiva prejudicada, a qual é

responsável por recuperar e integrar informações espaciais, impedindo assim, sua

volta bem sucedida à colmeia (BALBUENA et al., 2015). Além disso, essa exposição

pode perturbar também sua microbiota intestinal benéfica, o que prejudica sua

saúde e sua capacidade polinizadora (MOTTA; RAYMANN e MORAN, 2018).

Para humanos o glifosato representa um provável risco cancerígeno (IARC,

2017). Existe uma relação entre a exposição de produtos à base de glifosato e o

aumento do risco de linfoma não-Hodgkin, essa evidência tem por base uma

meta-análise de estudos epidemiológicos humanos e estudos experimentais com

animais, além de estudos mecanísticos (ZHANG et al., 2019). Existem ainda os

riscos associados à herbicidas à base de glifosato, os quais provocam danos ao

DNA e efeitos carcinogênicos, mutagênicos e reprotóxicos em células humanas e in

vivo (GASNIER et al. 2009). A título de exemplo, enquanto o glifosato provoca

apoptose celular sem danos às membranas, o Roundup® (formulação à base de

glifosato) é o que mais induz a morte celular, mais do que glifosato e seu metabólito

AMPA, ele perturba as membranas celulares e mitocondriais, levando à necrose, o

que confirma que os adjuvantes utilizados nas formulações do Roundup® não são

inertes (BENACHOUR e SÉRALINI 2009).
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Herbicidas à base de glifosato são considerados também como tóxicos e

agem como disruptor endócrino em células humanas (GASNIER et al., 2009),

induzem a morte celular através de mecanismos apoptóticos e autofágicos

(GASNIER et al., 2009; GUI et al., 2012), e impactam as propriedades mecânicas

das células cutâneas devido ao estresse oxidativo (HEU et al., 2012).

Quando se trata do uso de glifosato e herbicidas à base de glifosato, muitas

hipóteses são levantadas, por isso são necessários estudos mais aprofundados

para investigar os efeitos adversos decorrentes do seu uso. Pesquisas

interdisciplinares que correlacionam níveis de exposição com as consequências

para os ecossistemas terrestres e aquáticos, e com o surgimento de doenças em

animais, humanos e plantas, são necessárias, assim como a revisão dos limites

toleráveis para resíduos de glifosato na água, alimentos e ração animal, elucidando

todos possíveis riscos para a saúde ambiental (VAN BRUGGEN et al., 2018).

2.4 LEGISLAÇÃO

Ao redor do mundo existem diferentes sistemas regulatórios relacionados ao

uso de agrotóxicos, planejados para proteger, em graus variados, os seres humanos

e o meio ambiente (DONLEY, 2019). A legislação de pesticidas na União Europeia é

geralmente considerada a mais abrangente e rigorosa do mundo (KUDSK e

MATHIASSEN, 2020). O limite máximo de resíduos de glifosato em água potável na

União Europeia é de 0,1 µg.L-1 (WANG, Shizong et al., 2016). Nos Estados Unidos o

limite é de 700 µg.L-1, conforme a determinação da Agência de Proteção Ambiental

(EPA) (WANG, Shizong et al., 2016). No Brasil os parâmetros de potabilidade de

água têm seus limites definidos conforme a portaria de consolidação do Ministério

da Saúde, n.º 05/2017, onde o valor máximo permitido é de 500 µg.L-1 para glifosato

e AMPA (BRASIL, 2011). Para corpos de água segundo a resolução do Conselho

Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) nº 357/2005, em águas doces de classe I o

valor máximo de glifosato é de 65 µg.L-1, e para águas doces de classe III o valor

máximo de glifosato de 280 µg.L-1 (BRASIL, 2005).
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2.5 METODOLOGIAS ANALÍTICAS PARA DETERMINAÇÃO DE GLIFOSATO EM
AMOSTRAS DE AMBIENTAIS

As inseguranças com a qualidade da água potável e também a contaminação

de certos alimentos têm levado pesquisadores a desenvolver métodos eficientes

para detectar substâncias em nível traço (STALIKAS e KONIDARI, 2001), assim

como glifosato e AMPA. Alguns dos métodos analíticos para a análise de glifosato e

AMPA são a cromatografia em camada fina ou Thin-Layer Chromatography (TLC), a

cromatografia de interação hidrofílica ou Hydrophilic-Interaction Chromatography

(HILIC), a eletroforese capilar ou Capillary Electrophoresis (CE), a cromatografia a

gás ou Gas Chromatography (GC) e a cromatografia líquida ou Liquid

Chromatography (LC) (GUO et al., 2016). A cromatografia líquida é preposta à

cromatografia gasosa quando se trata da análise de glifosato e AMPA, por conta das

características apresentadas por sua molécula (DRUART et al., 2011;

NEDELKOSKA e LOW, 2004). Além disso, herbicidas do tipo fosfônico e

aminoácido, em baixas concentrações, são mais bem detectados através da

cromatografia líquida, que é vista, atualmente, como a técnica mais apropriada

neste caso (OKADA et al., 2019).

A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) é a mais utilizada para

determinação de glifosato e AMPA (GUO et al., 2016; PIRES et al., 2020; QIAN et

al., 2009; TIAGO et al., 2020; UMSZA-GUEZ et al., 2019). Entre os detectores mais

populares estão o detector por fluorescência (FL) e ultravioleta (UV) (DE LLASERA

et al., 2005; KACZYŃSKI e ŁOZOWICKA, 2015; KHROLENKO e WIECZOREK,

2005; QIAN et al., 2009; WANG, Shu et al., 2016). Menos popular para

determinação de glifosato e AMPA, o detector de arranjo de diodos (DAD) possui

um custo de instrumentação relativamente baixo se comparado ao detector de

espectrometria sequencial de duplo estágio (MS/MS), e ainda assim é

suficientemente seletivo e sensível para análise de agrotóxicos (ABBASPOUR et al.,

2019; TUZIMSKI e REJCZAK, 2016). Contudo, o detector MS/MS, é hoje em dia a

técnica favorita para análise de resíduos de pesticidas polares, em razão da sua

excelente sensibilidade e seletividade (HE et al., 2019; MANZANO-SÁNCHEZ et al.,

2020; ZHANG et al., 2020).

A determinação de resíduos de glifosato e AMPA a nível traço é bastante

complexa, já que essas substâncias possuem um baixo peso molecular, baixa
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volatilidade, instabilidade térmica e alta solubilidade, causando problemas na

extração, purificação e determinação do analito (KACZYŃSKI e ŁOZOWICKA,

2015). Para isso são aconselhados métodos de purificação e/ou pré-concentração,

tais como a extração líquido-líquido ou Liquid-Liquid Extraction (LLE), extração em

fase sólida ou Solid-Phase Extraction (SPE) e microextração em fase sólida ou Solid

Phase Micro Extraction (SPME) (CHEN et al., 2019; MEYER et al., 2009). A

extração LLE e a SPE, no que se refere às técnicas de preparação de amostras,

são procedimentos bem conhecidos e amplamente aceitos para a extração de uma

grande variedade de analitos em diferentes tipos de amostras (SAJID, 2018).

Além disso, a falta de grupos cromóforos e fluoróforos do glifosato e AMPA

dificulta a detecção por sistemas convencionais, como UV-Visível ou FL

(NEDELKOSKA e LOW, 2004), o que torna essencial a derivatização pré ou

pós-coluna, do glifosato e AMPA, pois melhora sua volatilidade, possibilita a

separação e retenção cromatográfica e o aumento da sensibilidade do método

(GUO et al., 2016).

2.6 DERIVATIZAÇÃO

Considerado por muitos um procedimento tedioso, a derivatização pode ser

demorada e geralmente demanda otimização de muitos parâmetros, como

temperatura, concentração do reagente e tempo de reação (GOSCINNY et al.,

2012). Como já mencionado anteriormente, ao utilizar HPLC a falta de grupos

cromóforos e fluoróforos, implica na derivatização dos analitos glifosato e AMPA,

assim como para GC, por conta da baixa volatilidade e caráter iônico dos compostos

em questão. Portanto, independente da técnica cromatográfica utilizada, em 99%

das contribuições científicas representativas, foi utilizada a derivatização de ambos

analitos (ARKAN e MOLNÁR-PERL, 2015).

Na cromatografia líquida, a derivatização pode se dar em pré-coluna ou

pós-coluna, formando derivados altamente fluorescentes. Entre os reagentes de

derivatização em pré-coluna estão o 9-cloroformato de fluorenilmetil (FMOC-Cl)

(HANKE; SINGER e HOLLENDER, 2008; NEDELKOSKA e LOW, 2004), o

4-cloro-3,5-dinitrobenzóicotrifluoreto (CNBF) (QIAN et al., 2009) e o cloreto de

4-toluenossulfonila (KAWAI; UNO e TOMITA, 1991). No procedimento de

derivatização pós-coluna pode ser utilizado o ortoftaldeído-mercaptoetanol

(OPA-MERC) (MALLAT e BARCELÓ, 1998; KACZYŃSKI e ŁOZOWICKA, 2015). Os
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reagentes de derivatização na cromatografia gasosa podem ser o

N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamida (BSTFA) e o trimetilclorosilano (TMCS)

(CATRINCK et al., 2013).

Mas assim como a técnica analítica HPLC é a mais recomendada para

análise de glifosato e AMPA, o FMOC-Cl é o reagente pré-coluna mais utilizado na

derivatização desses analitos (BOTERO-COY et al., 2013; DRUART et al., 2011). Ao

utilizar o FMOC-Cl na derivatização do glifosato e AMPA, esses compostos

adquirem uma configuração menos polar através da incorporação de grupos

cromóforos (Figuras 5), e ao serem detectados apresentam um espectro de

absorção dos comprimentos de onda na região do ultravioleta (Figura 6).

Figura 5: Derivatização de glifosato e AMPA com FMOC-Cl (CATRINCK et al., 2014).
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Figura 6: Espectro de absorção no UV para FMOC-glifosato (AUTORA, 2019).

A derivatização é extremamente necessária porém extremamente complexa,

pois se trata de um passo adicional no preparo de amostra que consome tempo

extra e também por conta da natureza tóxica dos reagentes de derivatização

comumente utilizados, e como se não bastasse, eles ainda podem incorporar

contaminações na amostra (SAJID, 2018).

A contaminação da amostra se dá principalmente pela formação de

subprodutos como o FMOC-OH, que é o produto da hidrólise e descarboxilação do

FMOC-Cl, além do próprio resíduo de FMOC-Cl que não derivatizou. Esses

subprodutos podem precipitar e danificar a coluna cromatográfica, e reduzir a

eficiência de ionização afetando a robustez e sensibilidade do método aplicado

(HANKE; SINGER e HOLLENDER, 2008). Incluir uma etapa de clean-up da amostra

por extração líquido-líquido ou lavagem com solvente orgânico seria uma boa

estratégia, já que se trata de um procedimento que remove as interferências menos

polares, tais como o excesso de FMOC-Cl e o excesso de reagente hidrolisado

(FMOC-OH), a fim de obter uma melhor recuperação dos analitos durante a análise,

através da redução  das substâncias interferentes (CATRINCK et al., 2014).
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2.7 PARÂMETROS DE VALIDAÇÃO

Dados analíticos confiáveis   são uma condição importante para interpretação

de resultados durante a avaliação de estudos científicos e seu desenvolvimento,

resultados não confiáveis   podem levar a falsas interpretações e a conclusões

injustificadas, que podem permanecer durante todo um estudo científico ou

investigação de caso, se não forem detectados (PETERS; DRUMMER e

MUSSHOFF, 2007).

Os métodos cromatográficos, por exemplo, são utilizados em análises

quantitativas e qualitativas de amostras ambientais e farmacêuticas, e tem por

objetivo estabelecer informações confiáveis, precisas e interpretáveis   sobre a

amostra que está sendo analisada (JENKE, 1996).

A validação de um método analítico consiste em avaliar sistematicamente

seu desenvolvimento, adequação ou execução, através de ensaios experimentais,

determinando a eficiência desse método e produzindo evidências objetivas da sua

aplicabilidade (BRITO et al., 2003; BRASIL, 2017). Um processo de validação

eficiente é aquele em que o analista sabe qual é esse parâmetro, quando deve ser

usado, como deve ser realizada a sua avaliação e quais as normas usar para

preencher os requisitos dessa validação (JENKE, 1996).

De forma bem objetiva, a validação é uma forma de atestar que qualquer

abordagem, estratégia, procedimento experimental, processo, equipe de laboratório,

instrumentação, reagentes e condições do laboratório funcionarão de forma

adequada sob um conjunto fixo de exigências para o desenvolvimento do método

(PERIS-VICENTE; ESTEVE-ROMERO e CARDA-BROCH, 2015).

De acordo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária - ANVISA em resolução

da diretoria colegiada (RDC 166/17), os parâmetros que devem ser considerados na

validação de um método devem depender do tipo de ensaio a ser realizado (Tabela

2).
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Tabela 2: Parâmetros a serem considerados na validação analítica.

(1) Nos casos em que foi conduzida a reprodutibilidade, não é necessário conduzir a precisão
intermediária; (2) Nos casos de ensaios de identificação, pode ser necessária a combinação de dois
ou mais procedimentos analíticos para atingir o nível necessário de discriminação; (3) Pode ser
necessário em alguns casos. Fonte: (BRASIL, 2017).

Conforme a RDC 166/17 os parâmetros de seletividade, linearidade, efeito da

matriz, faixa de trabalho, precisão, exatidão, limite de detecção e quantificação e

robustez devem ser avaliados, conforme a necessidade de cada método a ser

validado.

2.7.1 SELETIVIDADE E ESPECIFICIDADE

Em termos comuns a especificidade e seletividade são frequentemente

trocados um pelo outro. De forma mais adequada, um método é classificado como

"específico" quando produz resposta para apenas um único analito, à medida que

um método "seletivo" produz respostas para uma série de substâncias químicas que

podem ser diferenciadas uma da outra (YUWONO e INDRAYANTO, 2005). Embora

o analito possa estar em meio a presença de impurezas, diluentes e componentes

da matriz presentes na amostra, sua identificação deve ser inequívoca (BRASIL,

2017).

Em análises cromatográficas, para comprovar a seletividade do método,

pode-se estabelecer uma comparação do resultado obtido com outras variáveis, tais

como, o uso de técnicas comprobatórias para contestar os resultados da técnica pré

estabelecida, e a comparação por adição de padrão analítico ou externo (BRITO et

al., 2003).
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2.7.2 LINEARIDADE

A linearidade deve ser avaliada em toda a faixa de trabalho do método

analítico e pode se dar através dos resultados obtidos a partir de soluções padrão

ou amostras em branco enriquecidas, esta demonstra-se preferível, pois o efeito

da matriz poderia ser incorporado pela inclinação calculada e a interceptação do

eixo y da curva (PERIS-VICENTE; ESTEVE-ROMERO e CARDA-BROCH, 2015).Na

linearidade, a concentração do analito em uma amostra deve ser diretamente

proporcional à resposta analítica (BRASIL, 2017).

Com um mínimo de cinco pontos de calibração em concentrações

crescentes, igualmente espaçados, plota-se em um gráfico os valores médios da

área do pico versus a quantidade de analito. Os dados obtidos são tratados por

regressão linear de mínimos quadrados para calcular as constantes da curva de

calibração e avaliar a qualidade da relação linear (PERIS-VICENTE;

ESTEVE-ROMERO e CARDA-BROCH, 2015).

2.7.3 EFEITO DA MATRIZ

Ao comparar os coeficientes angulares das curvas de calibração criadas com

a substância química de referência do analito em solvente e com a amostra

fortificada com a substâncias químicas de referência do analito obtém-se o efeito da

matriz (BRASIL, 2017). Embora conste como parâmetro de validação, o efeito da

matriz não é considerado para grande parte das validação de método, isso porque

ele não influencia a reprodutibilidade ou a linearidade do ensaio (ROGATSKY e

STEIN, 2005).

2.7.4 FAIXA DE TRABALHO

A faixa de trabalho é o intervalo entre a quantidade mínima e a quantidade

máxima do analito em amostras, em que o procedimento analítico fornece

resultados quantitativos com um nível adequado de linearidade, exatidão e precisão

(PERIS-VICENTE; ESTEVE-ROMERO e CARDA-BROCH, 2015).

As faixas de trabalho devem ser consideradas de 80% a 120% para se

determinar o teor; de 70% a 130% para determinar a uniformidade de conteúdo; em

testes de dissolução deve ser de menos de 20% da menor concentração esperada a

mais de 20% da maior concentração esperada a partir do perfil de dissolução; para
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determinação de impurezas deve se partir do limite de quantificação até 120% da

concentração no limite da especificação de cada impureza individual ; e para

determinação simultânea da proporção e impurezas pelo procedimento de

normalização de área deve ser considerada a faixa de trabalho a partir do limite de

quantificação até 120% da concentração esperada da substância ativa (BRASIL,

2017).

2.7.5 PRECISÃO

A precisão deve considerar a proximidade entre os resultados obtidos através

dos ensaios com amostras preparadas conforme descrição do método analítico a

ser validado, ela pode ser expressa de três formas, a repetibilidade, a precisão

intermediária ou a reprodutibilidade (BRASIL, 2017).

A repetibilidade ou precisão intra-ensaio expressa a precisão diante das

mesmas condições operacionais durante um curto intervalo de tempo, a precisão

intermediária expressa variações dentro dos laboratórios, como exemplo, dias

diferentes, diferentes analistas, equipamentos diferentes e a reprodutibilidade

expressa a precisão entre laboratórios diferentes para o mesmo método (ICH,

1994).

2.7.6 EXATIDÃO

O grau de concordância entre os resultados individuais do método em estudo

em relação a um valor aceito como verdadeiro determinam a exatidão de um

método analítico (BRASIL, 2017). O material de referência certificado, é um dos

materiais de controles preferidos para o estudo da exatidão, pois eles estão

diretamente relacionados com padrões internacionais, no entanto seu alto custo e

difícil acesso à esses produtos acabam muitas vezes inviabilizando a proposta

(BRITO et al. ,  2003).

A comparação de valores obtidos pelo método proposto com os valores

obtidos para as mesmas amostras com outro método também é uma forma de

estabelecer a exatidão, porém não é sempre que um método de referência está

disponível o que impossibilita a utilização desse tipo de proposta (BRITO et al.,

2003).
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2.7.7 LIMITE DE DETECÇÃO E LIMITE DE QUANTIFICAÇÃO

O limite de detecção é definido como a menor concentração de um analito

que pode ser detectado nas condições analíticas a serem utilizadas, ou seja, a

presença de analitos pode ser detectada, entretanto, suas concentrações não

podem ser medidas quantitativamente (YUWONO e INDRAYANTO, 2005). O limite

de quantificação é a concentração mais baixa que pode ser determinada com

precisão e precisão sob as condições analíticas, normalmente o limite de

quantificação pode ser estimado como três vezes mais do que o limite de detecção

(YUWONO e INDRAYANTO, 2005).

São utilizadas várias abordagens para determinar o limite de detecção

depende se procedimento é não instrumental ou instrumental, ele pode ser

calculado com base no meio de método visual, da razão sinal-ruído, baseado na

determinação do branco ou em parâmetros da curva de calibração, considerando-se

as particularidades do método analítico utilizado, da mesma forma poderá ser

calculado o limite de quantificação (BRASIL, 2017).

2.7.8 ROBUSTEZ

A avaliação da robustez deve ser considerada durante a fase de

desenvolvimento e depende do tipo de procedimento em estudo, ela deve mostrar a

confiabilidade de uma análise com respeito para deliberar variações nos parâmetros

do método (ICH, 1994).

A robustez de um método é o grau de reprodutibilidade dos resultados de

testes obtidos pela análise das mesmas amostras a partir da variação de condições,

tais como laboratórios diferentes, analistas diferentes, instrumentos diferentes, lote

diferente de reagentes, dias diferentes, entre outros (YUWONO e INDRAYANTO,

2005).
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4.3 ARTIGO Nº 3

ÍNTEGRA DO ARTIGO A SER SUBMETIDO

OTIMIZAÇÃO DE METODOLOGIA ANALÍTICA PARA A DETERMINAÇÃO DE
GLIFOSATO E AMPA EM AMOSTRAS AMBIENTAIS DE ÁGUA, DERIVATIZADAS

COM FMOC-Cl, UTILIZANDO HPLC-DAD

RESUMO: O glifosato e herbicidas à base de glifosato podem contaminar
organismos, seres humanos, ecossistemas, alimentos e rações. Por isso, um
método confiável e eficiente para a determinação do glifosato em amostras
ambientais é essencial. A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) é uma das
técnicas mais utilizadas para determinação de glifosato e ácido aminometilfosfônico
(AMPA) em matrizes ambientais. Os detectores mais utilizados para quantificação
do glifosato são o de fluorescência e ultravioleta, no entanto o detector de arranjo de
diodos (DAD) é amplamente empregado em análises de HPLC para determinar
resíduos de outros agrotóxicos. A técnica HPLC-DAD, tem um custo de
instrumentação relativamente baixo e ainda assim é seletiva e sensível para análise
de resíduos de agrotóxicos. O emprego desta técnica para análise de glifosato e
AMPA em amostras ambientais, exige que as amostras sejam derivatizadas, pois
não possuem grupos cromóforos e fluoróforos. O reagente de derivatização mais
utilizado é o 9-cloroformato de fluorenilmetil (FMOC-Cl). O método desenvolvido
para determinação de glifosato e AMPA em amostras ambientais de água nestas
condições, alcançou o LD para glifosato e AMPA, de 0,007 e 0,006 mg.L-1 e LQ para
glifosato e AMPA de 0,035 e 0,019 mg.L-1, respectivamente. É considerado um
método de alta repetibilidade devido à sua precisão. A partir dele foi possível
determinar a presença de glifosato nas amostras de um dos ambientes
investigados, contendo a concentração de 0,078 mg.L-1, valor acima do limite
permitido pela resolução CONAMA 357/2005 de 0,065 mg.L-1.

Palavras-Chave: Qualidade da Água, CONAMA, Pesticidas, Cromatografia Líquida,
CLAE.

ABSTRACT: Glyphosate and glyphosate-based herbicides can contaminate
organisms, humans, ecosystems, food and feed. Therefore, a reliable and efficient
method for glyphosate determination in environmental samples is essential. High
performance liquid chromatography (HPLC) is one of the most used techniques for
glyphosate and aminomethylphosphonic acid (AMPA) determination in
environmental matrices. The most used detectors for glyphosate quantification are
fluorescence and ultraviolet, however the diode array detector (DAD) is widely used
in HPLC analysis to determine residues of other pesticides. The HPLC-DAD
technique has a relatively low instrumentation cost and is nonetheless selective and
sensitive for the analysis of pesticide residues. The use of this technique for
glyphosate and AMPA analysis in environmental samples, requires that the samples
be derivatized, as they do not have chromophores and fluorophores groups. The
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most widely used derivatization reagent is fluorenylmethyl 9-chloroformate
(FMOC-Cl). The method developed to glyphosate and AMPA determine in
environmental water samples under these conditions, reached the LD for glyphosate
and AMPA, of 0,007 and 0,006 mg.L-1, and LQ for glyphosate and AMPA 0,035 e
0,019 mg.L-1, respectively. It is considered a high repeatability method due its
precision. It was possible to determine glyphosate presence in samples of one of the
investigated environments, containing a concentration of 0.078 mg.L-1, a value above
the limit allowed by CONAMA resolution 357/2005 (0.065 mg.L-1).

Keywords: Water quality, CONAMA, Pesticides, Liquid Chromatography, CLAE.

1. INTRODUÇÃO

O glifosato [N-(fosfonometil) glicina] é um herbicida organofosforado de

amplo espectro, não seletivo e de pós-emergência. Amplamente utilizado no

combate às ervas daninhas, ele atua na inibição da 5-enolpiruvil-chiquimato-

3-fosfato-sintase (EPSPS), uma enzima chave na biossíntese de aminoácidos

aromáticos (SHILO et al., 2016), que são essenciais para a sobrevivência das

plantas. É o herbicida com maior volume de produção, usado em mais de 750

produtos diferentes, e mundialmente utilizado na agricultura, silvicultura, áreas

urbanas e em aplicações domésticas (GUYTON et al., 2015; IARC, 2017).

O glifosato tem sido foco de intensa pesquisa científica e inovação de

produtos, o número de publicações científicas e patentes relacionadas a ele

aumentou para quase 20.000 em 40 anos, sendo a maioria nos últimos 15 anos

(DUKE, 2018). Além disso, a discussão sobre os efeitos na saúde humana,

contaminação do solo e ecossistemas aquáticos causados por glifosato, têm sido

uma questão central na mídia e cenário político mundial, onde se debate a respeito

da continuidade do uso desta substância no meio ambiente (CARLES et al., 2019).

Glifosato e herbicidas à base de glifosato podem contaminar organismos,

incluindo seres humanos, ecossistemas e também alimentos e rações (GASNIER et

al., 2009). Já foi possível, inclusive, detectar glifosato em amostras de sangue e

urina coletadas de trabalhadores agrícolas, indicando assim, a absorção desta

substância pelo corpo (GUYTON et al., 2015; IARC, 2017). Alguns estudos

associam a exposição humana ao glifosato à incidência de doenças como câncer

(IARC, 2017; THONGPRAKAISANG et al., 2013), a danos no DNA e efeitos

mutagênicos e reprotóxicos nas células humanas e de organismos vivos (GASNIER

et al., 2009).
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Por isso, visando a proteção da saúde humana, foram estipulados níveis

máximos permitidos de glifosato em água potável, que são determinados por

diferentes agências e países. Na União Europeia o limite é de 0,1 µg.L-1; nos

Estados Unidos o limite é de 700 µg.L-1, conforme a determinação da Agência de

Proteção Ambiental (EPA) (WANG, Shizong et al., 2016). No Brasil, conforme a

portaria de consolidação do Ministério da Saúde, n.º 05/2017, o valor residual

máximo permitido de glifosato e seu metabólito o ácido aminometilfosfônico (AMPA)

para água potável é de 500 µg.L-1 (BRASIL, 2011). E conforme a resolução do

Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) nº 357/2005, são estabelecidos

para águas doces de classe um e classe três os valores residuais máximos de

glifosato de 65 µg.L-1 e 280 µg.L-1 respectivamente (BRASIL, 2005).

Diante desse panorama, torna-se indispensável um método confiável e

eficiente para a determinação do glifosato em amostras ambientais (QIAN et al.,

2009), que assegure um monitoramento ambiental adequado, tendo em vista a

saúde humana e ambiental. Dadas as condições de monitoramento ambiental para

glifosato, é importante ressaltar que frequentemente ao investigar a sua ocorrência,

inclui-se também seu principal produto de degradação, o AMPA (EHLING e REDDY,

2015).

Entre as técnicas mais utilizadas para determinação de glifosato e AMPA em

matrizes ambientais, estão a cromatografia líquida e a gasosa. Contudo, se

comparada à cromatografia gasosa a líquida é mais vantajosa, devido à

característica iônica e de baixa volatilidade do glifosato e AMPA, que favorece a

técnica (DRUART et al., 2011). A cromatografia líquida é, inclusive, a técnica mais

adequada para a detecção de herbicidas fosfônicos e do tipo aminoácido em baixas

concentrações (OKADA et al., 2019).

Na cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), do inglês high

performance liquid chromatography (HPLC), os detectores mais utilizados para

quantificação do glifosato são o de fluorescência (FL) e ultravioleta (UV)

(KACZYŃSKI e ŁOZOWICKA, 2015). Além desses, há também o detector de arranjo

de diodos (DAD) que é pouco utilizado na determinação de glifosato e AMPA, mas

amplamente empregado em análises de HPLC para determinar resíduos de outros

agrotóxicos (ABBASPOUR et al., 2019; CORAZZA et al., 2019; WANG et al., 2019;

XI et al., 2016). O DAD é especialmente útil na análise de amostras com matrizes

complexas por obtenção de espectros de UV e avaliação da pureza dos picos nos

67



cromatogramas (TUZIMSKI, 2009). A técnica analítica que emprega HPLC-DAD tem

um custo de instrumentação relativamente baixo e ainda assim é suficientemente

seletiva e sensível para análise de resíduos de agrotóxicos em amostras que foram

purificadas e concentradas antes análise cromatográfica (ABBASPOUR et al., 2019;

TUZIMSKI e REJCZAK, 2016).

Relativo à detecção de glifosato e AMPA, a falta de grupos cromóforos ou

fluoróforos dificulta o uso de métodos convencionais (OKADA et al., 2019), como

por exemplo o DAD. Em razão disso, a maioria dos métodos analíticos para

determinação desses compostos envolvem uma etapa de derivatização, pré-coluna

ou pós-coluna, com a finalidade de aumentar a seletividade e sensibilidade do

método, através da redução do caráter polar das moléculas de glifosato e AMPA,

aumentando a retenção e melhorando a separação cromatográfica (GHANEM et al.,

2007). Para a derivatização o reagente pré-coluna mais utilizado é o 9-cloroformato

de fluorenilmetil (FMOC-Cl) (CARRETTA et al., 2019; DRUART et al., 2011;

KOSKINEN; MAREK e HALL, 2016).

O FMOC-Cl tem baixa solubilidade e estabilidade quando em água, sendo

necessário seu preparo com solvente orgânico miscível com água, a acetonitrila é

um exemplo de solvente orgânico utilizado nesse caso (OKADA et al., 2019).

Embora o FMOC-Cl seja um reagente amplamente utilizado para derivatização, ele

provoca efeitos indesejados durante sua reação em matriz aquosa, que é a

formação de subprodutos de derivatização, tais como o 9-fluorenylmethanol

(FMOC-OH), produto da hidrólise e descarboxilação do FMOC-Cl, que podem

danificar a coluna cromatográfica em caso de precipitação, o que poderá reduzir a

eficiência de ionização da molécula podendo afetar a robustez e sensibilidade do

método em geral (HANKE; SINGER e HOLLENDER, 2008).

Além disso, o excesso do FMOC-Cl utilizado no preparo da amostra pode

pode provocar danos na coluna cromatográfica, e uma das estratégias utilizadas

para remoção do excesso desse reagente além de outras impurezas orgânicas após

a derivatização, é a inclusão de uma etapa de clean-up da amostra com solvente

orgânico (CATRINCK et al., 2014). Somado a isso, uma técnica de preparação de

amostras com pré-concentração dos analitos, também tem potencial de reduzir ou

eliminar possíveis compostos interferentes, o que poderá permitir a transferência

dos analitos para uma fase de extração compatível com o instrumento de análise

(CORAZZA et al., 2019; XI et al., 2016).
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Com base nessas informações, este trabalho teve por objetivo otimizar uma

metodologia para determinação de glifosato e seu metabólito AMPA em amostras

ambientais de água, derivatizadas com FMOC-Cl, empregando a técnica

cromatográfica HPLC-DAD.

2. METODOLOGIA

2.1 INSTRUMENTOS

Para a realização do presente estudo, foi utilizado um cromatógrafo líquido

Agilent 1260 Infinity, constituído de uma bomba quaternária [modelo G1311C];

injetor automático [modelo G1329B]; compartimento de coluna [modelo G1316A]

com controle de temperatura e detector de arranjo de diodos (DAD) [modelo

G1315D]. As colunas analíticas utilizadas neste estudo são apresentadas a seguir

(Tabela 1).

Tabela 1: Descrição das colunas analíticas utilizadas para análise
de glifosato e AMPA

Coluna Analítica Descrição

Agilent Zorbax Eclipse Plus C18
Analytical

L × I.D. 250 mm × 4,6 mm × 5 μm de
tamanho de partícula

Agilent Zorbax Eclipse Plus C18
Rapid Resolution

L × I.D. 100 mm × 4,6 mm x 3,5 μm de
tamanho de partícula

Phenomenex Kinetex Core-Shell
C18 100A

L × I.D. 250 mm × 4,6 mm × 5 μm de
tamanho de partícula

As pipetas utilizadas foram da marca EppendorfⓇ. No preparo da amostra

durante a derivatização foi utilizada uma incubadora com agitação orbital da marca

QuimisⓇ para a homogeneização. No preparo das amostras no clean-up foi utilizado

um agitador automático ZX3 da marca Velp ScientificaⓇ para homogeneização, e

uma centrífuga 80-2B da marca Daiki para auxiliar a separação de fase.

2.2 REAGENTES E PADRÕES ANALÍTICOS

Como padrões analíticos foram utilizados o glifosato PestanalⓇ (98,6%)

(C3H8NO5P) [CAS n.º 1071-83-6] e o AMPA 99% (CH6NO3P) [CAS n.º 10-66-51-9],

ambos adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Como reagente de
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derivatização foi utilizado o FMOC-Cl (97%) (C15H11ClO2) [CAS n.º 28-920-43-6]

(Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA). A água ultrapura utilizada foi obtida a partir de

um sistema de purificação de água Millipore Direct - QⓇ 3 UV 18,2 MΩ•cm a 25°C.

A solução tampão comercial de borato (pH 9) utilizada foi da marca

DinâmicaⓇ [CAS n.º 1303-96-4]. Os reagentes utilizados foram fosfato de potássio

monobásico anidro P.A. (KH₂PO₄), IMPEX [CAS n.º 7778-77-0]; hidróxido de

potássio escamas P.A. (KOH), VETEC [CAS n.º 1310-58-3]; acetonitrila grau HPLC

(CH3CN), MERCK [CAS n.º 75-05-8]; éter etílico 99% P.A. [(C2H5)2O], VETEC [CAS

n.º 60-29-7]; diclorometano P.A. (CH2Cl2), NEON [CAS n.º 75-09-2]; hexano P.A.

(C6H14), Alphatec [CAS n.º 110-54-3].

2.3 PREPARO DAS SOLUÇÕES E CURVA DE CALIBRAÇÃO

As soluções estoque de glifosato e AMPA foram preparadas com

concentração de 500 mg.L-1 utilizando o padrão analítico e água ultrapura. A partir

destas foram preparadas as soluções de trabalho, que posteriormente foram

preparadas em triplicata, derivatizadas e analisadas.

A solução de derivatização FMOC-Cl foi preparada a 0,02 mol.L-1 em

acetonitrila grau HPLC.

O reagente KH₂PO₄ foi utilizado no preparo da solução da fase móvel de

0,005 mol.L-1 em água ultrapura. Para para o ajuste de pH desta solução para 5,5 foi

utilizado solução de KOH (2 mol.L-1). Depois de pronta, essa solução foi filtrada em

membrana de nylon de 0,22 μm e foram ultrassonificadas durante 45 min para

remover bolhas de ar presentes na solução.

2.4 COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS AMBIENTAIS

As amostras foram coletadas em dois mananciais superficiais no estado do

Rio Grande do Sul - Brasil, cujas localizações se fazem constar na Tabela 2.
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Tabela 2: Pontos de coleta das amostras ambientais de água.

Amostra de Água
Localização

Latitude Longitude

Amostra Ambiental 1
(Figura 1) -32.009010º -52.687640º

Amostra Ambiental 2
(Figura 2) -31.590991º -52.347510º

Figura 1: Ponto de coleta da amostra ambiental de água nº 1: área rural com predominância
de atividade agrícola intensiva (Google Earth, 2021).

Figura 2: Ponto de coleta da amostra ambiental de água nº 2: área rural com habitações,
atividades de pecuária e pequenos cultivos (Google Earth, 2021).
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As amostras do ambiente 1 foram coletadas na primeira semana de março de

2020 e as amostras do ambiente 2 foram coletadas na última semana de janeiro de

2020. Essas amostras foram coletadas em frasco de polietileno estéril e

acondicionadas em um recipiente de isopor com gelo e transportadas até o

laboratório para preparo. Já no preparo essas amostras foram filtradas em

membrana de nylon de 0,22 μm por três vezes e após passaram pelo processo de

derivatização, clean-up e por fim foram analisadas.

2.5 DERIVATIZAÇÃO DO GLIFOSATO E AMPA COM FMOC-CL

Na derivatização todas as amostras foram preparadas em tubo cônico (15

mL) de polipropileno, a partir da reação de 1 mL dessas amostras (soluções de

trabalho ou amostra ambiental fortificada ou não), com 1,25 mL da solução de

FMOC-Cl e 0,25 mL do tampão borato (pH 9). Após o preparo, estas amostras

foram homogeneizadas em uma incubadora com agitação orbital a 180 rotações por

minuto (rpm) durante uma hora em temperatura ambiente. Da derivatização

resultaram os produtos FMOC-glifosato e FMOC-AMPA, que a seguir passaram pelo

clean-up.

2.6 CLEAN-UP

O clean-up é um processo de limpeza após a derivatização, que consiste em

remover as interferências menos polares da amostra, tais como FMOC-Cl e o

excesso de reagente hidrolisado (FMOC-OH), usando um solvente orgânico, a fim

de obter uma melhor recuperação dos analitos durante a análise através da

remoção de substâncias interferentes.

Para o clean-up foram adicionados 2 mL de solvente orgânico (Tabela 3) nas

amostras já derivatizadas, em seguida essas amostras passaram por agitação

durante 2 min, em agitador automático e posteriormente foram centrifugadas (4000

rpm) por 2 min. Da separação de fases ocorrida após esse processo, a fase aquosa

foi extraída utilizando a técnica de extração líquido-líquido, filtrada em membrana de

nylon de 0,22 μm e analisada por HPLC-DAD.

2.6.1 OTIMIZAÇÃO DO CLEAN-UP DE AMOSTRAS

Para otimizar esse procedimento, foi realizado um teste em triplicata com 3

solventes diferentes, escolhidos de acordo com o coeficiente de solubilidade (Tabela
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3). Estes solventes foram adicionados em amostras preparadas a partir da solução

padrão, com concentração de 2,5 mg.L-1 de FMOC-glifosato e preparados conforme

a descrição 1.3.6.

Tabela 3: Coeficiente de solubilidade dos solventes orgânico testados
Solvente Orgânico Solubilidade em água a 20 °C

Éter Etílico 69 g. L-1

Diclorometano 20 g. L-1

Hexano 0,0095 g. L-1

Da separação de fases ocorrida após esse processo, uma aquosa e uma

orgânica, foram extraídas uma amostra de cada fração, aproximadamente 1 ml, que

foram filtradas em membrana de nylon de 0,22 μm e analisadas por HPLC-DAD com

as seguintes condições cromatográficas: coluna analítica Agilent Zorbax Eclipse

Plus C18 Analytical (4,6 × 250 mm x 5 μm); 40 ºC de temperatura da coluna; fluxo

da fase móvel de 0,700 mL.min-1; volume de injeção de 20 μL; a fase móvel foi

composta de acetonitrila e solução KH₂PO₄ de 0,005 mol.L-1, em modo isocrático

(30:70 v/v), respectivamente.

2.7 AVALIAÇÃO DA COLUNA ANALÍTICA

A otimização da coluna analítica consistiu em verificar através da análise de

amostras de concentração conhecida, qual coluna apresentava maior eficiência, em

relação à altura de pratos teóricos, uma em relação a outra . As colunas analíticas

utilizadas nessa otimização foram citadas anteriormente na Tabela 1 do item 2.1. As

condições para esta análise foram: 40 ºC de temperatura da coluna; fluxo da fase

móvel de 0,700 mL.min-1; volume de injeção de 20 μL; a fase móvel foi composta de

acetonitrila e solução KH₂PO₄ de 0,005 mol.L-1, em modo isocrático (30:70 v/v),

respectivamente. Para avaliar a eficiência da coluna analítica foi calculada a altura

equivalente ao prato teórico de cada coluna.

2.8 PARÂMETROS DE VALIDAÇÃO

Os parâmetros de validação do método serão calculados conforme

Resolução da Diretoria Colegiada Anvisa (RDC) nº. 166/2017 (BRASIL, 2017).
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2.9 ANÁLISE DAS AMOSTRAS AMBIENTAIS

As amostras após coletadas e filtradas foram derivatizadas e passaram por

clean-up de diclorometano, foram analisadas em HPLC-DAD utilizando a coluna

analítica Phenomenex Kinetex Core-Shell C18 100A (4,6 × 250 mm x 5 μm). As

condições cromatográficas aplicadas foram: fase móvel composta de acetonitrila e

de solução KH₂PO₄ 0,005 mol.L-1, em modo isocrático (30:70 v/v), respectivamente;

temperatura da coluna a 40 ºC; fluxo da fase móvel de 0,700 mL.min-1; volume de

injeção de 20 μL. As análises foram acompanhadas nos comprimentos de onda de

206,  210 e 260 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 OTIMIZAÇÃO DO CLEAN-UP DAS AMOSTRAS

O clean-up é aplicado após o processo de derivatização dos analitos, é um

procedimento utilizado para remover compostos co-derivatizados que podem

prejudicar a determinação cromatográfica ou ainda causar danos para os

instrumentos analíticos (TADEO et al., 2000). Da mesma forma, pelo critério de

afinidade com o solvente orgânico usado, o clean-up remove o excesso de

FMOC-Cl e FMOC-OH que podem também danificar os equipamentos.

Dos solventes testados, os resultados para o éter e o diclorometano foram

satisfatórios, já o solvente mais apolar, hexano, não respondeu positivamente ao

objetivo. O éter etílico costuma ser recomendado para o clean-up pela literatura

(CATRINCK et al., 2014), assim como o diclorometano (LIAO et al., 2018; DAL

MAGRO et al., 2015). A Tabela 4 demonstra o resultado do clean-up através da

recuperação do analito FMOC-glifosato na fase aquosa, tendo em vista que a

concentração das amostras padrão analisadas foi de 2,5 mg.L-1 de glifosato.

Tabela 4: Recuperação do FMOC-glifosato após clean-up

Solvente do Clean-up
Recuperação

Média (%) RSD (%)
Diclorometano 101,99 a 0,47
Éter Etílico 102,51 a 0,50
Hexano 75,54 b 1,16
As letras representam a diferença estatística a partir do Teste de Tukey (P<0,05%). RSD representa

o desvio padrão relativo.
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O desvio padrão relativo (RSD) ou coeficiente de variação dos resultados

apresentados na Tabela 4 são considerados aceitáveis, visto que, para análises de

resíduos de pesticidas o valor aceitável é de até 20% (BRITO et al., 2003). As

recuperações obtidas também são consideradas aceitáveis, pois estão dentro da

faixa que é aceita para análise de resíduos de pesticidas (70-120%) (ABREU;

MATTA e MONTAGNER, 2008). Por não apresentar diferenças estatísticas

significativas entre éter e diclorometano, o clean-up com esses solventes são os

mais indicados. O hexano, além de apresentar recuperação significativamente

menor comparado aos demais solventes testados, apresentou perda de analito da

fase aquosa para a fase orgânica, de difícil identificação, provavelmente por ter sido

co-eluído na análise por HPLC. A Figura 3 demonstra, através dos cromatogramas,

a eficiência do clean-up quanto a remoção do FMOC-Cl residual da fase aquosa das

amostras.

Figura 3: As figuras representam os cromatogramas (mAU x min)  das análises de clean-up de
amostras padrão com concentração de 2,5 mg.L-1 de glifosato derivatizadas com FMOC-Cl: A)

Amostra sem clean-up; B) Clean-up com diclorometano; C) Clean-up com éter-etílico; D) Clean-up
com hexano

Na busca do melhor solvente orgânico para clean-up de amostra, entre

diclorometano, éter etílico e hexano, optou-se por trabalhar com o diclorometano.

Os resultados obtidos com hexano não corresponderam às expectativas, não foi
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possível através deste clean-up remover grande parte das substâncias interferentes

na amostra, e a baixa eficiência desta limpeza acabou interferindo inclusive na

quantificação do analito. Muito embora, os resultados de recuperação para o

clean-up com diclorometano e éter etílico sejam muito semelhantes, optou-se pelo

diclorometano visto que permitiu uma maior remoção de substâncias interferentes

presentes na amostra, incluindo o FMOC-Cl residual.

3.2 OTIMIZAÇÃO DA COLUNA ANALÍTICA

Os resultados das análises de eficiência de coluna podem ser verificados na

Tabela 5.

Tabela 5: Média e desvio padrão da altura dos pratos teóricos (N) entre cada
concentração analisada. As letras representam diferença estatística (P<0,05%),

Teste de Tukey.

Coluna
Concentração (mg.L-1)

0,01 0,02 0,05 0,1 0,5 1 2,5

C18 Zorbax
Analytical

0,0152
±0,0097 b

0,0299
±0,0026 b

0,0186
±0,0008 b

0,0133
±0,0006 b

0,0101
±0,0002 b

0,0092
±0,0004 b

0,0098
±0,0002 b

C18
Core Shell

0,0035
±0,0001 a

0,0035
±0,0001 a

0,0049
±0,0006 a

0,0059
±0,0001 a

0,0049
±0,0002 a

0,005
±0,0007 a

0,0033
±0,0024 a

C18
Rapid
Resolution

0,0145
±0,0014 b

0,013
±0,0005 c

0,0121
±0,0004 c

0,01
±0,0001 b

As letras representam a diferença estatística a partir do Teste de Tukey (P<0,05%).

De acordo com o analisado na Tabela 5, a coluna C18 Core Shell

Phenomenex obteve resultado superior quanto ao número de pratos teóricos, visto

que, quanto menor a altura do prato teórico, maior será a eficiência da coluna

(MEYER, 2010). Além disso, foi possível diminuir o tempo de corrida de 30 para 20

minutos. Este é um dos mais importantes objetivos alcançados com a tecnologia

core-shell, a redução de tempo de análise durante uma corrida cromatográfica, o

que consequentemente diminui o consumo de solventes e o volume de resíduos

gerados (GONZÁLEZ-RUIZ; OLIVES; MARTÍN, 2015). A coluna C18 Rapid
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Resolution não foi capaz de separar o analito nas três faixas de concentração

menores, além de ser a coluna menos eficiente nos demais resultados.

3.3 VALIDAÇÃO DO MÉTODO

3.3.1 LINEARIDADE

A Tabela 6 mostra as equações de regressão e coeficiente de correlação (R)

e de determinação (R2) de cinco amostras padrão, preparadas a partir da solução de

estoque de glifosato e AMPA com concentrações de 0,016; 0,032; 0,065; 0,13 e

0,26 mg.L-1. O coeficiente de determinação para FMOC-glifosato (R2 = 0,982) foi

maior do que para FMOC-AMPA (R2 = 0,993).

Tabela 6: Dados da curva de calibração de FMOC-glifosato e FMOC-AMPA
Analito Equação de regressão R R2

FMOC-glifosato y= 281,25 x + 4.6967 >0,99 0,982

FMOC-AMPA y= 637x - 2,73 >0,99 0,993

De acordo com a RDC 166/2017 são admitidos os coeficientes de correlação

(R) maiores que 0,990 (BRASIL, 2017), por tanto os resultados obtidos neste estudo

foram considerados satisfatórios. De acordo com Brito et al. (2003) considera-se

satisfatória a linearidade do gráfico quando o R da reta obtida não é

estatisticamente diferente da unidade 9. Neste caso, o R obtido através do estudo

de linearidade do FMOC-glifosato (Figura 4) e FMOC-AMPA (Figura 5), apresenta

correlação é fortíssima (0,91 < R < 0,99) (BRITO et al., 2003).
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Figura 4: Curva de calibração representando a linearidade do FMOC-glifosato nas concentrações
0,016; 0,032; 0,065; 0,13 e 0,26 mg.L-1; coeficiente de determinação r2=0,982

Figura 5: Curva de calibração representando a linearidade do FMOC-AMPA nas concentrações
0,016; 0,032; 0,065; 0,13 e 0,26 mg.L-1; coeficiente de determinação r2=0,993.
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3.3.2 SELETIVIDADE

O termo "seletivo" significa que o método fornece respostas para uma série

de substâncias químicas que podem ser distinguidas umas das outras (YUWONO e

INDRAYANTO, 2005). A seletividade inclui a capacidade de separar o analito de

produtos de degradação, metabólitos e medicamentos co-administrados contidos na

amostra (BRESSOLLE; BROMET-PETIT e AUDRAN, 1996) .

A seletividade do método é demonstrada a partir da comparação de uma

amostra em ausência do analito (branco) e outra amostra fortificada contendo a

concentração de 0,26 mg.L-1 de FMOC-glifosato e FMOC-AMPA. Na Figura 6B é

possível observar a ocorrência de dois picos que não ocorrem na Figura 6A, estes

picos correspondem aos analitos de interesse. No tempo de 3,661 min ocorre o

FMOC-glifosato e no tempo de 5,968 min ocorre o FMOC-AMPA (Figura 6B).

Figura 6: A) o cromatograma corresponde à amostra padrão com ausência do analito; B) o
cromatograma corresponde a uma amostra padrão contendo a concentração de 0,26  mg.L-1 de

FMOC-glifosato e FMOC-AMPA.

3.3.3 LIMITE DE DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO

Os limites de detecção (LD) e limites de quantificação (LQ) do método

desenvolvido para determinar FMOC-glifosato e FMOC-AMPA em amostras de

água são apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7: LD e LQ para glifosato e AMPA por HPLC-DAD.

Matriz Analito
Parâmetros

LD
(mg.L-1)

LQ
(mg.L-1)

Água
FMOC-glifosato 0,007 0,035

FMOC-AMPA 0,006 0,019

Conforme demonstrado na Tabela 7, o LD e o LQ do método analítico

desenvolvido neste estudo, para determinar FMOC-glifosato e FMOC-AMPA em

amostras de ambientais de água, correspondem às expectativas de atender os

valores máximos permitidos tanto da portaria de consolidação do Ministério da

Saúde, n.º 05/2017, que é de 500 µg.L-1 (0,5 mg.L-1) para glifosato e AMPA, quanto

da resolução CONAMA 357/2005 que é de 65 µg.L-1 (0,065 mg.L-1) e 280 µg.L-1

(0,28 mg.L-1) para glifosato. Garba et al. (2018) alcançaram o LD e o LQ para

FMOC-glifosato de 0,024 mg.L-1 e 0,083 mg.L-1 e para FMOC-AMPA de 0,076 mg.L-1

e 0,247  mg.L-1, respectivamente, em amostras de água utilizando HPLC-DAD.

3.3.4 PRECISÃO E EXATIDÃO

Os percentuais de recuperação e de desvio padrão relativo (RSD) do método

desenvolvido para determinar FMOC-glifosato e FMOC-AMPA em amostras de

água são apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: % de recuperação e % de RSD para glifosato e AMPA em amostras de
água.

Matriz Analito
Parâmetros

Recuperação
(%)

RSD
(%)

Água
FMOC-glifosato 93,55 - 103,94 0,041 - 0,67

FMOC-AMPA 96,67 - 103,28 0,17 - 0,41

Uma excelente precisão pode ser determinada através do valor de RSD

próximo a zero, e a exatidão é a proximidade dos valores da concentração fornecida

pelo ensaio analítico, ela é atingida quando os valores de recuperação ficam em

torno dos 100% (PERIS-VICENTE; ESTEVE-ROMERO e CARDA-BROCH, 2015).
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Portanto, os valores de recuperação e RSD alcançados a partir deste estudo

(Tabela 8) demonstram a precisão e exatidão do método desenvolvido.

3.4 ANÁLISE DAS AMOSTRAS AMBIENTAIS

Os resultados obtidos na análise de amostras ambientais de água, após a

aplicação do método desenvolvido neste estudo constam na Tabela 9.

Tabela 9: Determinação de glifosato e AMPA em amostras ambientais de água.

Amostra de Água
Analito

FMOC-glifosato FMOC-AMPA

Amostra Ambiental 1 0,078 mg.L-1 <L/D

Amostra Ambiental 2 <LD <L/D

Na amostra ambiental de água 1 foi possível detectar e quantificar a

presença de glifosato (Figura 7) em concentração equivalente a 0,078 mg.L-1 (78

µg.L-1) . Segundo a resolução CONAMA 357/2005 para águas doces de classe um,

o valor máximo permitido para resíduos de glifosato nesses ambientes é de 0,065

mg.L-1 (65 µg.L-1), ou seja, o valor determinado neste ambiente excede o valor

permitido.

Figura 7: Cromatograma indicando a presença de glifosato na amostra ambiental de água 1. Estão
sobrepostos os cromatogramas correspondentes à amostra padrão de glifosato derivatizada com

FMOC-Cl (em azul) e à amostra ambiental de água também derivatizada com FMOC-Cl (em
vermelho).

A resolução CONAMA 357/2005 para águas doces de Classe I define que

essas águas que podem ser destinadas ao abastecimento para consumo humano,

após tratamento simplificado, à proteção das comunidades aquáticas, à recreação

de contato primário (natação, esqui aquático e mergulho), à irrigação de hortaliças

que são consumidas cruas e de frutas que se desenvolvam rentes ao solo e que
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sejam ingeridas cruas sem remoção de película e à proteção das comunidades

aquáticas em Terras Indígenas (BRASIL, 2005). Infelizmente usuários e

ecossistemas dependentes da água desse ambiente, podem sofrer consequências

pela exposição ao glifosato, principalmente em concentrações acima do permitido

pela legislação.

A presença de glifosato neste ambiente pode ser decorrente da atividade

agrícola intensiva ali desenvolvida. A maioria das pesquisas de resíduos de glifosato

em amostras ambientais de água têm se concentrado em áreas agrícolas (VAN

STEMPVOORT et al., 2014). Van Stempvoort et al. (2016), demonstraram a

ocorrência de níveis de glifosato e AMPA em águas subterrâneas rasas e

superficiais em uma bacia hidrográfica rural do Canadá, com predominância de

atividade agrícola, embora esses níveis estivessem abaixo do permitido pelas

diretrizes canadenses, eles puderam demonstrar que o glifosato e seu produto de

degradação, AMPA, persistem por tempo suficiente no ambiente para serem

transportados através da zona de solo insaturado e acabarem em águas

subterrâneas. Outros estudos também constataram a presença de glifosato e AMPA

em amostras ambientais de água (REYNOSO et al.,2020; STRUGER; VAN

STEMPVOORT e BROWN, 2015; APARICIO et al., 2013)
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS

O estudo desenvolvido ao longo deste período permitiu o incremento de

novas técnicas analíticas ao repertório tão vasto e precioso da Química do Instituto

Federal Sul Rio Grandense - Câmpus Pelotas. Permitiu aos analistas envolvidos a

aquisição de conhecimentos inovadores, que irão contribuir para a trajetória pessoal

e profissional de cada membro envolvido nesta pesquisa. Esta metodologia permitiu

estudos colaborativos com a Universidade Federal do Rio Grande do Sul (FURG),

dos quais resultou na publicação de um excelente artigo científico. Somado a isso,

ainda como fruto deste estudo, submetemos outro artigo científico sobre os

¨Desafios metodológicos na análise de Glifosato e AMPA em amostras ambientais¨,

e um mais a ser submetido, sobre o ¨Otimização de metodologia analítica para a

determinação de glifosato e ampa em amostras ambientais de água, derivatizadas

com FMOC-Cl, utilizando HPLC-DAD¨.

Além desta produção incluída nesta dissertação, destaco artigo (no prelo) em

colaboração com o Biólogo da FEPAM e aluno do PPGECA Leandro Campelo, onde

foi possível utilizar a técnica desenvolvida de forma prática, sendo detectado

glifosato em amostras ambientais na Reserva Ambiental do Mato Grande. Outra

produção técnica foi a criação de um banco de espectros de FMOC-Cl,

FMOC-Glifosato e FMOC-AMPA que poderá ser acessado e compartilhado por

demais pesquisadores que desejarem replicar o método desenvolvido neste

trabalho, auxiliando a identificação de cada composto. Este trabalho contribuiu

também para o desenvolvimento de métodos que estão além da análise de

glifosato. As técnicas de derivatização, uma vez dominadas pelo grupo de pesquisa,

puderam ser extrapoladas para outros analitos. O exemplo é um trabalho

desenvolvido em parceria com a Universidade Federal de Pelotas na análise de

açúcares redutores em extratos de plantas por HPLC/DAD (em andamento),

utilizando técnica similar. As descobertas acerca deste estudo, deixam um legado

para o Câmpus Pelotas, que poderá ser desfrutado por toda a comunidade

acadêmica.
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6. ANEXOS

6.1 NORMAS DA REVISTA DO ARTIGO SUBMETIDO

Artigo Nº 2, Vide Seção 4.2, Página 33
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7. APÊNDICES

Tabela Auxiliar: Limites de Detecção e de Quantificação utilizando três métodos
diferentes (S/N, dados da curva analítica, análise de regressão)

Analito
PARÂMETROS
DE VALIDAÇÃO

(mg.L-1)

METODOLOGIA

S/N Curva Regressão

FMOC-Glifosato
LD 0,007 0,055 0,047

LQ 0,035 0,166 0,013

FMOC-AMPA
LD 0,006 0,014 0,013

LQ 0,019 0,04 0,040
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