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RESUMO

O ¢lifosato € um herbicida organofosforado de amplo espectro com maior volume
de producao e utilizacdo no mundo. A discussao sobre os efeitos na saude humana,
contaminagao do solo e ecossistemas aquaticos tém sido uma questdo central na
sociedade atual a respeito da continuidade do uso desta substancia no meio
ambiente. Visando a protecdo da saude humana, foram estipulados niveis maximos
permitidos de glifosato em agua potavel, que sédo determinados por diferentes
agéncias e paises, 0 que torna indispensavel um método confiavel e eficiente para a
determinacdo do glifosato e seu metabdlito acido aminometilfosfonico (AMPA).
Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(HPLC-DAD) é pouco utilizado na determinagdo de glifosato e AMPA, mas
amplamente empregado em andlises de outros agrotoxicos. A falta de grupos
cromoforos ou fluoréforos no glifosato envolve uma etapa de derivatizagao, sendo
que o composto mais utilizado é o 9-cloroformato de fluorenilmetil (FMOC-CI). Com
base nessas informacgdes, este trabalho teve por objetivo desenvolver uma
metodologia para determinacédo de glifosato e seu metabdlito AMPA em amostras
ambientais de agua, derivatizadas com FMOC-CI empregando a técnica
cromatografica HPLC-DAD. O método desenvolvido para determinagao de glifosato
e AMPA em amostras ambientais de agua nestas condi¢des, alcangou o LD para
glifosato e AMPA, de 0,007 e 0,006 mg.L™" e LQ para glifosato e AMPA de 0,035 e
0,019 mg.L", respectivamente. E considerado um método de alta repetibilidade
devido a sua precisdo. A partir dele foi possivel determinar a presenga de glifosato
nas amostras de um dos ambientes investigados, contendo a concentragcdo de
0,078 mg.L™", valor acima do limite permitido pela resolugago CONAMA 357/2005 de
0,065 mg.L™.

Palavras-Chave: Qualidade da Agua, CONAMA, Pesticidas, Cromatografia Liquida,
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
litle 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-CI). 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-CI 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"', and LQ for glyphosate and AMPA
0,035 e 0,019 mg.L", 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™", a value above
the limit allowed by CONAMA resolution 357/2005 of 0.065 mg.L™".

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

O (¢lifosato [N-(fosfonometil) glicina] € um herbicida organofosforado de
amplo espectro, ndo seletivo e de pos-emergéncia. Amplamente utilizado no
combate as ervas daninhas, ele atua na inibigdo da 5-enolpiruvil-chiquimato-
3-fosfato-sintase (EPSPS), uma enzima chave na biossintese de aminoacidos
aromaticos (SHILO et al., 2016), que sao essenciais para a sobrevivéncia das
plantas. E o herbicida com maior volume de producéo, usado em mais de 750
produtos diferentes, e mundialmente utilizado na agricultura, silvicultura, areas
urbanas e em aplicagdes domésticas (GUYTON et al., 2015; IARC, 2017).

O (¢lifosato tem sido foco de intensa pesquisa cientifica e inovagao de
produtos, o numero de publicacbes cientificas e patentes relacionadas a ele
aumentou para quase 20.000 em 40 anos, sendo a maioria nos ultimos 15 anos
(DUKE, 2018). Além disso, a discussdo sobre os efeitos na saude humana,
contaminagao do solo e ecossistemas aquaticos causados por glifosato, tém sido
uma questdo central na midia e cenario politico mundial, onde se debate a respeito
da continuidade do uso desta substancia no meio ambiente (CARLES et al., 2019).

Glifosato e herbicidas a base de glifosato podem contaminar organismos,
incluindo seres humanos, ecossistemas e também alimentos e ragdes (GASNIER et
al., 2009). Ja foi possivel, inclusive, detectar glifosato em amostras de sangue e
urina coletadas de trabalhadores agricolas, indicando assim, a absor¢céo desta
substancia pelo corpo (GUYTON et al.,, 2015; IARC, 2017). Alguns estudos
associam a exposigdo humana ao glifosato a incidéncia de doengas como cancer
(IARC, 2017; THONGPRAKAISANG et al., 2013), a danos no DNA e efeitos
mutagénicos e reprotdxicos nas células humanas e de organismos vivos (GASNIER
et al., 2009).

Por isso, visando a protecdo da saude humana, foram estipulados niveis
maximos permitidos de glifosato em agua potavel, que sédo determinados por
diferentes agéncias e paises. Na Unido Europeia o limite ¢ de 0,1 pg.L"; nos
Estados Unidos o limite ¢ de 700 ug.L", conforme a determinagdo da Agéncia de
Protecdo Ambiental (EPA) (WANG, Shizong et al., 2016). No Brasil, conforme a
portaria de consolidagdo do Ministério da Saude, n.° 05/2017, o valor residual
maximo permitido de glifosato e seu metabdlito o acido aminometilfosfénico (AMPA)

para agua potavel ¢ de 500 ug.L™"' (BRASIL, 2011). E conforme a resolugdo do
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Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n° 357/2005, sao estabelecidos
para aguas doces de classe um e classe trés os valores residuais maximos de
glifosato de 65 ug.L™" e 280 ug.L" respectivamente (BRASIL, 2005).

Diante desse panorama, torna-se indispensavel um método confiavel e
eficiente para a determinagédo do glifosato em amostras ambientais (QIAN et al.,
2009), que assegure um monitoramento ambiental adequado, tendo em vista a
saude humana e ambiental. Dadas as condi¢des de monitoramento ambiental para
glifosato, é importante ressaltar que frequentemente ao investigar a sua ocorréncia,
inclui-se também seu principal produto de degradacao, o AMPA (EHLING e REDDY,
2015).

Entre as técnicas mais utilizadas para determinagao de glifosato e AMPA em
matrizes ambientais, estdo a cromatografia liquida e a gasosa. Contudo, se
comparada a cromatografia gasosa a liquida é mais vantajosa, devido a
caracteristica ibnica e de baixa volatilidade do glifosato e AMPA, que favorece a
técnica (DRUART et al., 2011). A cromatografia liquida é, inclusive, a técnica mais
adequada para a detecgao de herbicidas fosfénicos e do tipo aminoacido em baixas
concentracdoes (OKADA et al., 2019).

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), do inglés high
performance liquid chromatography (HPLC), os detectores mais utilizados para
quantificacdo do glifosato sdo o de fluorescéncia (FL) e ultravioleta (UV)
(KACZYNSKI e LOZOWICKA, 2015). Além desses, ha também o detector de arranjo
de diodos (DAD) que é pouco utilizado na determinagéo de glifosato e AMPA, mas
amplamente empregado em analises de HPLC para determinar residuos de outros
agrotoxicos (ABBASPOUR et al., 2019; CORAZZA et al., 2019; WANG et al., 2019;
Xl et al., 2016). O DAD é especialmente util na analise de amostras com matrizes
complexas por obtencdo de espectros de UV e avaliacdo da pureza dos picos nos
cromatogramas (TUZIMSKI, 2009). A técnica analitica que emprega HPLC-DAD tem
um custo de instrumentacao relativamente baixo e ainda assim é suficientemente
seletiva e sensivel para analise de residuos de agrotéxicos em amostras que foram
purificadas e concentradas antes analise cromatografica (ABBASPOUR et al., 2019;
TUZIMSKI e REJCZAK, 2016).

Relativo a deteccédo de glifosato e AMPA, a falta de grupos cromoforos ou
fluoréforos dificulta o uso de métodos convencionais (OKADA et al., 2019), como

por exemplo o DAD. Em razdo disso, a maioria dos métodos analiticos para
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determinagdo desses compostos envolvem uma etapa de derivatizagao, pré-coluna
ou pos-coluna, com a finalidade de aumentar a seletividade e sensibilidade do
método, através da reducdo do carater polar das moléculas de glifosato e AMPA,
aumentando a retencédo e melhorando a separagao cromatografica (GHANEM et al.,
2007). Para a derivatizagao o reagente pré-coluna mais utilizado € o 9-cloroformato
de fluorenilmetil (FMOC-CI) (CARRETTA et al., 2019; DRUART et al., 2011;
KOSKINEN; MAREK e HALL, 2016).

O FMOC-CI tem baixa solubilidade e estabilidade quando em agua, sendo
necessario seu preparo com solvente organico miscivel com agua, a acetonitrila é
um exemplo de solvente organico utilizado nesse caso (OKADA et al., 2019).
Embora o FMOC-CI seja um reagente amplamente utilizado para derivatizagao, ele
provoca efeitos indesejados durante sua reacdo em matriz aquosa, que é a
formagdo de subprodutos de derivatizacdo, tais como o 9-fluorenylmethanol
(FMOC-OH), produto da hidrolise e descarboxilagdo do FMOC-CI, que podem
danificar a coluna cromatografica em caso de precipitagdo, o que podera reduzir a
eficiéncia de ionizagdo da molécula podendo afetar a robustez e sensibilidade do
método em geral (HANKE; SINGER e HOLLENDER, 2008).

Além disso, o excesso do FMOC-CI utilizado no preparo da amostra pode
pode provocar danos na coluna cromatografica, e uma das estratégias utilizadas
para remogao do excesso desse reagente além de outras impurezas organicas apos
a derivatizagao, é a inclusdo de uma etapa de clean-up da amostra com solvente
organico (CATRINCK et al., 2014). Somado a isso, uma técnica de preparagéo de
amostras com pré-concentragao dos analitos, também tem potencial de reduzir ou
eliminar possiveis compostos interferentes, o que podera permitir a transferéncia
dos analitos para uma fase de extracdo compativel com o instrumento de analise
(CORAZZA et al., 2019; Xl et al., 2016).

Com base nessas informacdes, este trabalho teve por objetivo otimizar uma
metodologia para determinacédo de glifosato e seu metabdlito AMPA em amostras
ambientais de agua, derivatizadas com FMOC-CI, empregando a técnica
cromatografica HPLC-DAD.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar uma metodologia para determinagao de glifosato e seu metabdlito
AMPA em amostras ambientais de agua empregando a técnica cromatografica
HPLC-DAD.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar a reagao de derivatizagéo de glifosato e AMPA com FMOC-CI;

e Otimizar o clean-up da amostra com solvente organico;

e Avaliar a eficiéncia de diferentes colunas analiticas na separagéo dos analitos
de interesse do método;

e \Validar os parametros do método: seletividade, linearidade, limite de
detecgao, limite de quantificagao, precisao e exatidao;

e Obter leituras de glifosato dentro da faixa de concentragdo determinada pela
legislagao brasileira vigente;

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

simuladas.
1.2 JUSTIFICATIVA

O glifosato € 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 aplicagao deste herbicida
se dé essencialmente sobre as plantas, parte dele acaba no solo onde é fortemente
adsorvido, e lixiviado até o lengol freatico podendo chegar até os corpos de agua
através do escoamento superficial. Por este motivo, as areas agricolas tém sido a
principal via de obtencdo de dados de monitoramento e vigilancia relacionados a
ocorréncia de glifosato e AMPA em aguas superficiais e subterraneas (VAN
STEMPVOORT et al., 2014).

Com relagdo a produgéo agricola, o Brasil € um dos maiores produtores de
graos do mundo (CATTELAN e DALL'AGNOL, 2018) no cenario nacional o Rio
Grande do Sul se destaca como o maior produtor de arroz, contribuindo com 80%
da produgéo nacional (CONAB, 2020). Na safra de arroz 2018/2019, a Zona Sul do

Rio Grande do Sul (Arroio Grande, Jaguardo, Pelotas, Rio Grande e Santa Vitéria
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do Palmar) obteve a maior de produtividade do estado com a segunda maior area
plantada (Figura 1) (IRGA, 2020).

COLHEITA - SAFRA 2018/2019

Nimeros finais por regigo

CENTRAL

" Area colhida: 132.519 ha

B <0, Producsio; 961.552 t
FRONTEIRA OESTE xR R Produtividade: 7.256 kg/ha
= ] o B

Area colhida: 284.985 ha
Producdo: 2.185.627 t
Produtividade: 7.669 kg/ha

" Area colhida: 112.774 ha

CAMPANHA ' 3 Producao: 802.076 t

Area colhida: 139.985 ha Produtividade: 7.112 kg/ha

Produgao: 998.387 t
Produtividade: 7.132 kg/ha

PCI
ZONA SUL > - :
_—— J Area colhida: 138.655 ha
Area colhida: 155.619 ha Produgéo: 1.018.029 t

Producéo: 1.275.788 t ) £ Produtividade: 7.342 kglha
Produtividade: 8.198 kg/ha :

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

E é nessa regiao que localiza-se a Bacia Hidrografica Mirim-Séo Gongalo, na
qual a Lagoa Mirim & o principal corpo hidrico, seguido da Lagoa dos Patos
(conectada a Lagoa Mirim pelo Canal Sdo Gongalo), e pela Lagoa Mangueira
(CALDEIRA, 2019). A partir destas informacdes é possivel tragcar um panorama da
zona sul do Rio Grande do Sul, considerada uma das maiores regides orizicolas do
estado, tem a agricultura como uma das principais atividades econémicas, além de
ser uma regiao abundante em recursos hidricos.

Em regides como esta € comum a pratica de agricultura intensiva atrelada ao
sistema de monoculturas, e é justamente nesses locais que se tém uma maior
aplicagéo de agrotéxicos, entre tantos, o glifosato e formulagées contendo glifosato
sao utilizados tanto no preparo do solo para a semeadura, quanto para manutengao
da cultura ao longo do seu desenvolvimento, exterminando ervas daninhas que
possam competir por espago e nutrientes dos cultivos. O uso indiscriminado de
agrotéxicos pode provocar efeitos negativos que afetardo a saude dos ecossistemas
ali presentes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O HERBICIDA GLIFOSATO

O glifosato € um herbicida organofosforado de amplo espectro, ndo seletivo,
de pos-emergéncia. Sua molécula [N- (fosfonometil) glicina], mais tarde denominada
glifosato, foi sintetizada pela primeira vez em 1950 por Henri Martin, um pesquisador
da pequena empresa farmacéutica suica, Cilag (FRANZ; MAO e SIKORSKI, 1997).
No entanto, neste periodo, ndo foram encontradas aplicagdes farmacéuticas, e a
molécula passou a ser vendida para uma série de outras empresas, € amostras
foram testadas para diversos tipos de usos possiveis (BENBROOK, 2016).

Foi entdo 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 varios outros, e sua patente foi reivindicada e obtida pela Companhia
Monsanto em 1974, como inveng¢ao de John E. Franz e, a partir dai, foi introduzida
como produto herbicida Roundup® (formulagéo do sal de isopropilamina de glifosato
com um surfactante) (SZEKACS e DARVAS, 2012).

A comercializagdo do Roundup® comecou 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 formulagdes, agora fabricados por
diversas empresas (BECKIE; FLOWER e ASHWORTH, 2020). A partir dai, as
diversas formulagées comerciais disponiveis de glifosato, passaram a apresentar-se
também nas formas de sais de diaménio, monoaménio, potassio, trimetil sulfénio e
sesquisddio, além da ja conhecida apresentagcdo em sal de isopropilamina
(TRAVLOS; CHEIMONA e BILALIS, 2017).

Atualmente o glifosato é um dos herbicidas mais utilizados em sistemas de
cultivo agricolas e ndo agricolas em paises desenvolvidos (HAGNER et al., 2019),
se nao 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 (transgénicas), além da silvicultura, bem
como nas margens de rodovias, ferrovias e areas urbanas (TRAVLOS; CHEIMONA
e BILALIS, 2017; VAN STEMPVOORT et al., 2014).
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2.2 PROPRIEDADES E MODO DE AGAO

O (dlifosato [N - (fosfonometil) glicina], C;HgNOsP, € um derivado de
fosfonometil do aminoacido glicina, € um sdlido cristalino branco e inodoro,
composto por uma fungdo amino basica e trés locais acidos ionizaveis (Figura 2)
(DILL et al., 2010).

0
o) ]
/\/ OH
HO

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

E uma substancia quimica anfotérica que contém a fungdo amino secundaria
basica no meio da molécula e sitios acidos monobasicos (carboxilico) e dibasico
(fosfénico) em ambas as extremidades (SZEKACS e DARVAS, 2012). O glifosato é
altamente polar, ndo volatil e ndo possui grupos cromaéforos ou fluoréforos (CHEN et
al.,, 2013). Algumas das propriedades fisico-quimicas relevantes do glifosato

constam a seguir na Tabela 1.

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas do glifosato.

Densidade 1,705 g.mL"a 20 °C

; -1 o -1
Solubilidade em Agua JC(:)S gL'a20°CepH1,9,12g.L"a25
pKa ;= 2,3 (20 °C — acido fosfénico)
Constante de Dissociagao pKa ,= 5,7 (20 °C — amina secundaria)
pKa ;= 10,2 (25 °C — acido carboxilico)

Ponto de fusédo 184,5 °C

Ponto de Ebuli¢ao ~ 100 °C

Ponto de Decomposigao 187 °C

Insoluvel em acetona, etanol e xileno
Constante da Lei de Henry 2,1 x 10"? atm-m® mol' a 25 °C

Fonte: (BAER e MARCEL, 2014).
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Fisiologicamente ele atua inibindo a 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase
(EPSPS), uma enzima chave na biossintese de aminoacidos aromaticos, hormonios
e outros metabdlitos essenciais das plantas (DILL et al., 2010; SHILO et al., 2016).
A fotossintese e a respiragdo também sio afetadas neste processo, e as plantas
morrerao entre uma e trés semanas (CHANG e LIAO, 2002). A eficacia do glifosato
como fitotoxina se deve, em parte, ao seu baixo peso molecular e alta solubilidade
em agua, que ajuda sua rapida absorgdo e translocagédo pelos tecidos vegetais
(ANADON et al., 2009). Porém, apds ser aplicado como spray foliar para controlar
ervas daninhas, o glifosato pode acabar em diferentes partes do solo, em locais que
nao sao seu alvo principal, chegando até outros compartimentos ambientais (Figura
3).

|
Aplicagdo de
Glifosato
‘L Aplicagdo de
Glifosato
Glifosato na |
| Flanta - 1
Captagio
Exsudado, Exsudado,
Taxa de Taxa de
Biomassa Biomas=a
e— L
Glifosato em e Adsorgéo Glifozato na
Silidosdo Solo Dessorgio > Aguado Solo
Degradagio

Microbiana para
AMPA e outros
produtos

|

Figura 3: Possiveis vias de contaminagao do glifosato apds aplicacédo (KANISSERY et al., 2019).

A metabolizagdo do glifosato se da a partir da agdo de microorganismos do
solo (DUKE, 2011), da qual resulta o AMPA (Figura 4), considerado o unico
metabdlito significativo do glifosato (JONSSON; CAMM e HALL, 2013).
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Figura 4: Via de metabolizagéo por microorganismos do glifosato (BAl e OGBOURNE, 2016;
BORGGAARD e GIMSING, 2008).

O AMPA é fortemente adsorvido aos sélidos do solo (HAGNER et al., 2019),
€ quimicamente semelhante ao (glifosato e também mostra propriedades
semelhantes em termos de comportamento e toxicidade (JONSSON; CAMM e
HALL, 2013). O tempo de meia-vida do glifosato e seu principal metabdlito AMPA
pode variar entre 0,8-151 e 10-98 dias respectivamente, essa variagao se da
principalmente pelas propriedades bioquimicas do ambiente onde se encontram,
solo, agua, por exemplo (BAl e OGBOURNE, 2016).

2.3 TOXICIDADE

Ao avaliar o risco de um agrotéxico para a saude humana é necessario definir
uma classificacdo de perigo e valores toxicoldgicos de referéncia. E embora exista
um potencial perigoso relacionado a determinada substancia, o que levaria a crer
que todas as avaliagbes seriam equivalentes, o risco também deve considerar o uso
dessa substancia, ou seja, a probabilidade e a propor¢do dos eventos e efeitos
adversos provocados pelos padrdes e condigdes desse uso (TARAZONA et al.,
2017).
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Formulagdes a base de glifosato sdo consideradas em alguns estudos como
um produto ndo téxico ou de baixa toxicidade para seres vivos (DUKE e POWLES,
2008; WILLIAMS, KROES e MUNRO, 2000). Estas consideragdes justificam-se pelo
fato de que a via de biossintese de aminoacidos aromaticos, a qual é afetada pelo
glifosato, ndo 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 agua (GILL et al., 2017). Essas espécies nao alvo sao
afetadas principalmente pelo uso indiscriminado de glifosato (SINGH et al., 2020).

O efeito toxico em peixes pode produzir alteracbes de expressdo génica,
alteragdes fisioldgicas, neurolégicas, reprodutivas, bioquimicas e histologicas
(FOLMAR; SANDERS e JULIN, 1979; GIANNINI, 2013; LANGIANO e MARTINEZ,
2008; MORAES et al., 2020).

Abelhas expostas a niveis de glifosato comumente encontrados em
ambientes agricolas tem sua capacidade cognitiva prejudicada, a qual ¢é
responsavel por recuperar e integrar informag¢des espaciais, impedindo assim, sua
volta bem sucedida a colmeia (BALBUENA et al., 2015). Além disso, essa exposi¢cao
pode perturbar também sua microbiota intestinal benéfica, o que prejudica sua
saude e sua capacidade polinizadora (MOTTA; RAYMANN e MORAN, 2018).

Para humanos o glifosato representa um provavel risco cancerigeno (IARC,
2017). Existe uma relagdo entre a exposi¢cdo de produtos a base de glifosato e o
aumento do risco de linfoma nao-Hodgkin, essa evidéncia tem por base uma
meta-analise de estudos epidemiolégicos humanos e estudos experimentais com
animais, aléem de estudos mecanisticos (ZHANG et al., 2019). Existem ainda os
riscos associados a herbicidas a base de glifosato, os quais provocam danos ao
DNA e efeitos carcinogénicos, mutagénicos e reprotdxicos em células humanas e in
vivo (GASNIER et al. 2009). A titulo de exemplo, enquanto o glifosato provoca
apoptose celular sem danos as membranas, o Roundup® (formulagdo a base de
glifosato) € o que mais induz a morte celular, mais do que glifosato e seu metabdlito
AMPA, ele perturba as membranas celulares e mitocondriais, levando a necrose, o
que confirma que os adjuvantes utilizados nas formulagdes do Roundup® ndo sdo
inertes (BENACHOUR e SERALINI 2009).
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Herbicidas a base de glifosato sdo considerados também como tdxicos e
agem como disruptor endocrino em células humanas (GASNIER et al., 2009),
induzem a morte celular através de mecanismos apoptoticos e autofagicos
(GASNIER et al., 2009; GUI et al., 2012), e impactam as propriedades mecanicas
das células cutaneas devido ao estresse oxidativo (HEU et al., 2012).

Quando se trata do uso de glifosato e herbicidas a base de glifosato, muitas
hipdteses sao levantadas, por isso sao necessarios estudos mais aprofundados
para investigar os efeitos adversos decorrentes do seu uso. Pesquisas
interdisciplinares que correlacionam niveis de exposigdo com as consequéncias
para os ecossistemas terrestres e aquaticos, e com o surgimento de doengas em
animais, humanos e plantas, sdo necessarias, assim como a revisdo dos limites
toleraveis para residuos de glifosato na agua, alimentos e ragao animal, elucidando

todos possiveis riscos para a saude ambiental (VAN BRUGGEN et al., 2018).

2.4 LEGISLAGCAO

Ao redor do mundo existem diferentes sistemas regulatérios relacionados ao
uso de agrotoxicos, planejados para proteger, em graus variados, os seres humanos
e 0 meio ambiente (DONLEY, 2019). A legislagao de pesticidas na Unido Europeia €
geralmente considerada a mais abrangente e rigorosa do mundo (KUDSK e
MATHIASSEN, 2020). O limite maximo de residuos de glifosato em agua potavel na
Uni&o Europeia é de 0,1 ug.L”" (WANG, Shizong et al., 2016). Nos Estados Unidos o
limite é de 700 ug.L™", conforme a determinagdo da Agéncia de Protegdo Ambiental
(EPA) (WANG, Shizong et al., 2016). No Brasil os parametros de potabilidade de
agua tém seus limites definidos conforme a portaria de consolidagao do Ministério
da Saude, n.° 05/2017, onde o valor maximo permitido € de 500 ug.L™" para glifosato
e AMPA (BRASIL, 2011). Para corpos de agua segundo a resolu¢cdo do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n°® 357/2005, em aguas doces de classe | 0
valor maximo de glifosato é de 65 pg.L™", e para aguas doces de classe |ll o valor
maximo de glifosato de 280 ug.L™" (BRASIL, 2005).
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2.5 METODOLOGIAS ANALITICAS PARA DETERMINAGAO DE GLIFOSATO EM
AMOSTRAS DE AMBIENTAIS

As insegurangas com a qualidade da agua potavel e também a contaminagéo
de certos alimentos tém levado pesquisadores a desenvolver métodos eficientes
para detectar substancias em nivel traco (STALIKAS e KONIDARI, 2001), assim
como glifosato e AMPA. Alguns dos métodos analiticos para a analise de glifosato e
AMPA sao a cromatografia em camada fina ou Thin-Layer Chromatography (TLC), a
cromatografia de interacdo hidrofilica ou Hydrophilic-Interaction Chromatography
(HILIC), a eletroforese capilar ou Capillary Electrophoresis (CE), a cromatografia a
gas ou Gas Chromatography (GC) e a cromatografia liquida ou Liquid
Chromatography (LC) (GUO et al., 2016). A cromatografia liquida é preposta a
cromatografia gasosa quando se trata da analise de glifosato e AMPA, por conta das
caracteristicas apresentadas por sua molécula (DRUART et al, 2011;
NEDELKOSKA e LOW, 2004). Além disso, herbicidas do tipo fosfénico e
aminoacido, em baixas concentracdes, sdo mais bem detectados através da
cromatografia liquida, que é vista, atualmente, como a técnica mais apropriada
neste caso (OKADA et al., 2019).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é a mais utilizada para
determinacao 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 estao o detector por fluorescéncia (FL) e ultravioleta (UV) (DE LLASERA
et al., 2005; KACZYNSKI e tOZOWICKA, 2015; KHROLENKO e WIECZOREK,
2005; QIAN et al, 2009; WANG, Shu et al., 2016). Menos popular para
determinacao de glifosato e AMPA, o detector de arranjo de diodos (DAD) possui
um custo de instrumentagcdo relativamente baixo se comparado ao detector de
espectrometria sequencial de duplo estagio (MS/MS), e ainda assim é
suficientemente seletivo e sensivel para analise de agrotoxicos (ABBASPOUR et al.,
2019; TUZIMSKI e REJCZAK, 2016). Contudo, o detector MS/MS, é hoje em dia a
técnica favorita para analise de residuos de pesticidas polares, em razdo da sua
excelente sensibilidade e seletividade (HE et al., 2019; MANZANO-SANCHEZ et al.,
2020; ZHANG et al., 2020).

A determinagao de residuos de glifosato e AMPA a nivel trago é bastante

complexa, ja que essas substancias possuem um baixo peso molecular, baixa
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volatilidade, instabilidade térmica e alta solubilidade, causando problemas na
extragdo, purificacdo e determinacdo do analito (KACZYNSKI e tOZOWICKA,
2015). Para isso sao aconselhados métodos de purificagdo e/ou pré-concentragao,
tais como a extracao liquido-liquido ou Liquid-Liquid Extraction (LLE), extragcdo em
fase sodlida ou Solid-Phase Extraction (SPE) e microextragdo em fase sélida ou Solid
Phase Micro Extraction (SPME) (CHEN et al., 2019; MEYER et al., 2009). A
extracdo LLE e a SPE, no que se refere as técnicas de preparagcao de amostras,
sao procedimentos bem conhecidos e amplamente aceitos para a extragdo de uma
grande variedade de analitos em diferentes tipos de amostras (SAJID, 2018).

Além disso, a falta de grupos cromdéforos e fluoréforos do glifosato e AMPA
dificulta a deteccdo por sistemas convencionais, como UV-Visivel ou FL
(NEDELKOSKA e LOW, 2004), o que torna essencial a derivatizagcdo pré ou
pos-coluna, do glifosato e AMPA, pois melhora sua volatilidade, possibilita a
separagao e retencdo cromatografica e o aumento da sensibilidade do método
(GUO et al., 2016).

2.6 DERIVATIZACAO

Considerado por muitos um procedimento tedioso, a derivatizagdo pode ser
demorada e geralmente demanda otimizacdo de muitos parametros, como
temperatura, concentracdo do reagente e tempo de reagdo (GOSCINNY et al.,
2012). Como ja mencionado anteriormente, ao utilizar HPLC a falta de grupos
cromoforos e fluoroforos, implica na derivatizagdo dos analitos glifosato e AMPA,
assim como para GC, por conta da baixa volatilidade e carater ibnico dos compostos
em questdo. Portanto, independente da técnica cromatografica utilizada, em 99%
das contribuigdes cientificas representativas, foi utilizada a derivatizagao de ambos
analitos (ARKAN e MOLNAR-PERL, 2015).

Na cromatografia liquida, a derivatizagcdo pode se dar em pré-coluna ou
pos-coluna, formando derivados altamente fluorescentes. Entre os reagentes de
derivatizacdo em pré-coluna estdo o 9-cloroformato de fluorenilmetil (FMOC-CI)
(HANKE; SINGER e HOLLENDER, 2008; NEDELKOSKA e LOW, 2004), o
4-cloro-3,5-dinitrobenzdicotrifluoreto (CNBF) (QIAN et al., 2009) e o cloreto de
4-toluenossulfonila (KAWAI; UNO e TOMITA, 1991). No procedimento de
derivatizacdo poés-coluna pode ser utilizado o ortoftaldeido-mercaptoetanol
(OPA-MERC) (MALLAT e BARCELO, 1998; KACZYNSKI e t OZOWICKA, 2015). Os
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reagentes de derivatizagdo 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 analitica HPLC é a mais recomendada para
analise de glifosato e AMPA, o FMOC-CI é o reagente pré-coluna mais utilizado na
derivatizacdo desses analitos (BOTERO-COY et al., 2013; DRUART et al., 2011). Ao
utilizar o FMOC-CI na derivatizagdo do glifosato e AMPA, esses compostos
adquirem uma configuragdo menos polar através da incorporacdo de grupos
cromoforos (Figuras 5), e ao serem detectados apresentam um espectro de

absorcdo dos comprimentos de onda na regido do ultravioleta (Figura 6).
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Figura 5: Derivatizacdo de glifosato e AMPA com FMOC-CI (CATRINCK et al., 2014).
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Figura 6: Espectro de absorgédo no UV para FMOC-glifosato (AUTORA, 2019).

A derivatizacdo é extremamente necessaria porém extremamente complexa,
pois se trata de um passo adicional no preparo de amostra que consome tempo
extra e também por conta da natureza téxica dos reagentes de derivatizagao
comumente utilizados, e como se nao bastasse, eles ainda podem incorporar
contaminagdes na amostra (SAJID, 2018).

A contaminagdo da amostra se da principalmente pela formacdo de
subprodutos como o FMOC-OH, que é o produto da hidrélise e descarboxilagao do
FMOC-CI, além do préprio residuo de FMOC-CI que nao derivatizou. Esses
subprodutos podem precipitar e danificar a coluna cromatografica, e reduzir a
eficiéncia de ionizacdo afetando a robustez e sensibilidade do método aplicado
(HANKE; SINGER e HOLLENDER, 2008). Incluir uma etapa de clean-up da amostra
por extracdo liquido-liquido ou lavagem com solvente orgéanico seria uma boa
estratégia, ja que se trata de um procedimento que remove as interferéncias menos
polares, tais como o excesso de FMOC-C| e o excesso de reagente hidrolisado
(FMOC-OH), a fim de obter uma melhor recuperacéo dos analitos durante a andlise,

através da reducado das substancias interferentes (CATRINCK et al., 2014).
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2.7 PARAMETROS DE VALIDAGAO

Dados analiticos confiaveis sdo uma condigao importante para interpretacao
de resultados durante a avaliacdo de estudos cientificos e seu desenvolvimento,
resultados ndo confidveis podem levar a falsas interpretacdes e a conclusdes
injustificadas, que podem permanecer durante todo um estudo cientifico ou
investigacdo de caso, se nao forem detectados (PETERS; DRUMMER e
MUSSHOFF, 2007).

Os métodos cromatograficos, por exemplo, sdo utilizados em analises
quantitativas e qualitativas de amostras ambientais e farmacéuticas, e tem por
objetivo estabelecer informagdes confiaveis, precisas e interpretaveis sobre a
amostra que esta sendo analisada (JENKE, 1996).

A validagdo de um método analitico consiste em avaliar sistematicamente
seu desenvolvimento, adequagao ou execucgao, através de ensaios experimentais,
determinando a eficiéncia desse método e produzindo evidéncias objetivas da sua
aplicabilidade (BRITO et al., 2003; BRASIL, 2017). Um processo de validagao
eficiente € aquele em que o analista sabe qual é esse parametro, quando deve ser
usado, como deve ser realizada a sua avaliacdo e quais as normas usar para
preencher os requisitos dessa validacao (JENKE, 1996).

De forma bem objetiva, a validagdo € uma forma de atestar que qualquer
abordagem, estratégia, procedimento experimental, processo, equipe de laboratdrio,
instrumentacédo, reagentes e condi¢des do laboratério funcionardo de forma
adequada sob um conjunto fixo de exigéncias para o desenvolvimento do método
(PERIS-VICENTE; ESTEVE-ROMERO e CARDA-BROCH, 2015).

De acordo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA em resolucao
da diretoria colegiada (RDC 166/17), os parametros que devem ser considerados na
validacdo de um método devem depender do tipo de ensaio a ser realizado (Tabela
2).
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Tabela 2: Parametros a serem considerados na validagao analitica.

Teste de Impurezas Doseamento
-dissolucéao (quantificacido)

Parameio AvaRiado Identificagao Quantitativo EnLSigqlrt)ede -uniformidade de contetido
-poténcia
Exatidao Nao Sim Nao Sim
Precisdo Repetibilidade Nao Sim Nao Sim
Preciséo Intermediaria Néo Simm Nao Sim M
Seletividade @ Sim Sim Sim Sim
Limite de Detecgéo Nao Néo & Sim Nao
Limite de Quantificagdo N&o Sim Nao Néo @
Linearidade Nao Sim Nao Sim
Intervalo Nao Sim Nao Sim

(1) Nos casos em que foi conduzida a reprodutibilidade, ndo é necesséario conduzir a precisao
intermediaria; (2) Nos casos de ensaios de identificagdo, pode ser necessaria a combinagéo de dois
ou mais procedimentos analiticos para atingir o nivel necessario de discriminagéo; (3) Pode ser
necessario em alguns casos. Fonte: (BRASIL, 2017).

Conforme a RDC 166/17 os parametros de seletividade, linearidade, efeito da
matriz, faixa de trabalho, precisdo, exatidao, limite de deteccédo e quantificacao 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 sado frequentemente
trocados um pelo outro. De forma mais adequada, um método é classificado como
"especifico" quando produz resposta para apenas um unico analito, a medida que
um meétodo "seletivo" produz respostas para uma série de substancias quimicas que
podem ser diferenciadas uma da outra (YUWONO e INDRAYANTO, 2005). Embora
o analito possa estar em meio a presenca de impurezas, diluentes e componentes
da matriz presentes na amostra, sua identificacdo deve ser inequivoca (BRASIL,
2017).

Em analises cromatograficas, para comprovar a seletividade do método,
pode-se estabelecer uma comparagao do resultado obtido com outras variaveis, tais
como, o uso de técnicas comprobatérias para contestar os resultados da técnica pré
estabelecida, e a comparagéo por adigdo de padréo analitico ou externo (BRITO et
al., 2003).

29



2.7.2 LINEARIDADE

A linearidade deve ser avaliada em toda a faixa de trabalho do método
analitico e pode se dar através dos resultados obtidos a partir de solu¢gdes padrao
ou amostras em branco enriquecidas, esta demonstra-se preferivel, pois o efeito
da matriz poderia ser incorporado pela inclinagdo calculada e a interceptacédo do
eixo y da curva (PERIS-VICENTE; ESTEVE-ROMERO e CARDA-BROCH, 2015).Na
linearidade, a concentracdo do analito em uma amostra deve ser diretamente
proporcional a resposta analitica (BRASIL, 2017).

Com um minimo de cinco pontos de calibragdo em concentracdes
crescentes, igualmente espagados, plota-se em um grafico os valores médios da
area do pico versus a quantidade de analito. Os dados obtidos sao tratados por
regressao linear de minimos quadrados para calcular as constantes da curva de
calibragdo e avaliar a qualidade da relacdo linear (PERIS-VICENTE;
ESTEVE-ROMERO e CARDA-BROCH, 2015).

2.7.3 EFEITO DA MATRIZ

Ao comparar os coeficientes angulares das curvas de calibragéo criadas com
a substancia quimica de referéncia do analito em solvente e com a amostra
fortificada com a substancias quimicas de referéncia do analito obtém-se o efeito da
matriz (BRASIL, 2017). Embora conste como parametro de validacao, o efeito da
matriz ndo é considerado para grande parte das validagdo de método, isso porque
ele nao 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 minima e a quantidade
maxima do analito em amostras, em que o procedimento analitico fornece
resultados quantitativos com um nivel adequado de linearidade, exatiddo e precisao
(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 conteudo; em
testes de dissolugao deve ser de menos de 20% da menor concentragao esperada a

mais de 20% da maior concentracdo esperada a partir do perfil de dissolugao; para
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determinacao de impurezas deve se partir do limite de quantificacao até 120% da
concentracdo no limite da especificacdo de cada impureza individual ; e para
determinagcdo simultdnea da proporcdo e impurezas pelo procedimento de
normalizacdo de area deve ser considerada a faixa de trabalho a partir do limite de
quantificacdo até 120% da concentragdo esperada da substancia ativa (BRASIL,
2017).

2.7.5 PRECISAO

A precisao deve considerar a proximidade entre os resultados obtidos atraves
dos ensaios com amostras preparadas conforme descricdo do método analitico a
ser validado, ela pode ser expressa de trés formas, a repetibilidade, a preciséo
intermediaria ou a reprodutibilidade (BRASIL, 2017).

A repetibilidade ou precisdo intra-ensaio expressa a precisdo diante das
mesmas condi¢cdes operacionais durante um curto intervalo de tempo, a precisao
intermediaria expressa variacbes dentro dos laboratérios, como exemplo, dias
diferentes, diferentes analistas, equipamentos diferentes e a reprodutibilidade
expressa a precisdao entre laboratérios diferentes para o mesmo método (ICH,
1994).

2.7.6 EXATIDAO

O grau de concordancia entre os resultados individuais do método em estudo
em relacdo a um valor aceito como verdadeiro determinam a exatiddo de um
método analitico (BRASIL, 2017). O material de referéncia certificado, é um dos
materiais de controles preferidos para o estudo da exatidao, pois eles estdo
diretamente relacionados com padrdes internacionais, no entanto seu alto custo e
dificil acesso a esses produtos acabam muitas vezes inviabilizando a proposta
(BRITO et al. , 2003).

A comparacado de valores obtidos pelo método proposto com os valores
obtidos para as mesmas amostras com outro método também é uma forma de
estabelecer a exatiddo, porém nado é sempre que um método de referéncia esta
disponivel o que impossibilita a utilizagdo desse tipo de proposta (BRITO et al.,
2003).
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2.7.7 LIMITE DE DETECGAO E LIMITE DE QUANTIFICAGAO

O limite de detecg¢ao é definido como a menor concentragdo de um analito
que pode ser detectado nas condigbes analiticas a serem utilizadas, ou seja, a
presenca de analitos pode ser detectada, entretanto, suas concentracbes nao
podem ser medidas quantitativamente (YUWONO e INDRAYANTO, 2005). O limite
de quantificagdo € a concentragdo mais baixa que pode ser determinada com
precisdo e precisdo sob as condi¢gdes analiticas, normalmente o limite de
quantificacao pode ser estimado como trés vezes mais do que o limite de deteccéo
(YUWONO e INDRAYANTO, 2005).

Sao utilizadas varias abordagens para determinar o limite de deteccao
depende se procedimento € ndo instrumental ou instrumental, ele pode ser
calculado com base no meio de método visual, da razdo sinal-ruido, baseado na
determinagao do branco ou em parametros da curva de calibragao, considerando-se
as particularidades do método analitico utilizado, da mesma forma podera ser

calculado o limite de quantificagdo (BRASIL, 2017).
2.7.8 ROBUSTEZ

A avaliagdo 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 analise com respeito para deliberar variagcdes nos parametros
do método (ICH, 1994).

A robustez de um método € o grau de reprodutibilidade dos resultados de
testes obtidos pela analise das mesmas amostras a partir da variagao de condicoes,
tais como laboratérios diferentes, analistas diferentes, instrumentos diferentes, lote
diferente de reagentes, dias diferentes, entre outros (YUWONO e INDRAYANTO,
2005).
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Desafios metodolagicos na anilise de Glifosato e AMPA em

amastras ambientais.

Methodological challenges in Glyphosate and AMPA analysis for environmental
samples.

RESUMO

O herbicida glifosato € um dos mais utilizados ao redor do mumdo. As dreas agricolas tém
sido a prncipal via de obten¢fio de dados de momitoramento e vigilincia relacionades a
ocorreéncia de glifosato e seu metabdlito acido aminometilfosfonico (AMPA) em aguas
superficiais e subterrineas. Pecentemente esses compostos foram declarades como
"preccupantements toxicos” devido a sua capacidade de persisténeia e acumulagio na cadeia
alimentar. Diante desse fato, o momitoramente desses compostos se toma essencial para
garantir a sande humana e ambiental A deternunacio de glifosate pode ser um tamto
complexa, devido a4 sua caracteristica i6nica e de baixa volatilidade, além de ndo posswr
grupos cromoforos e fluoroforos. Apesar disso, diversos métodos analificos vém sendo
desenvolvidos ao longo dos anos. Entre eles o mais utilizado é a determinacio de glifosato e
AMPA por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detectores de fluorescéncia
(FL) e ultravioleta (UV) e denvatizacio da amostra com 9-cloroformato de fluoremimetil
(FMOC-CI). Ao desenvolver uma metodologia analitica € necessinio que conhegamos o
amalito em questio, suas particulandades e comportamento ambiental, buscando tragar
estratémias para tomar a esse método mais rapide, no que diz respeito ao preparo de amostras
e mals economicos, quanto i gquantidade de insumos (como solventes e reagentes) e
mstrumentos utilizados, buscando, manter ou inovar a seletividade e sensibilidade analitica.
PALAVEAS CHAVE: Pesticidas, qualidade da dgua, metodologia analitica.

ABSTRACT

The glyphosate herbicide iz widely used worldwide. Agncultural areas have been the main
route of monitoring and surveillance related to the occwmence of glyphosate and its metabolite
aminomethylphosphonic acid (AMPA) in surface waters and groundwater. These compounds
have recently been declared "worryingly toxic” due to its ability to persist and accummlate in
food chain. Thus, the monitoring of these compounds is essential to ensure human and
environmental health The determination of glyphosate can be somewhat complex, due to its
ionic characteristics and low wvelatility, in addiion to the absence of chromophores and
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fluorophores. Despite this, several analytical methods have been developed over the years.
The most used is the determination of glyphosate and AMPA by high performance liqmd
chromatography (HPLC) with fluorescence (FL) and ultraviclet (UV) detectors and sample
derivatization with fluorenylmethyl 9-chloroformate (FMOC-CI). When developing an
analytical methodology. it is necessary knowledge about the amalyte, its particulanties and
environmental behavior, seeking to outhne strategies to make this method faster, m terms of
sample preparation and more economical, in terms of the amount of inputs (such as sclvents
and reagents) and instruments used, seeking, mamtaimng or mnovating selectivity and
EEY WORDS: Pesticides, water quality, analytical methodology.

INTRODUCAD

Os ecossistemnas terrestres tém soffido alteragtes constantes e mutas delas provocam
degradacio significativa da qualidade do sole e da dgua. A agricultura intensiva como, por
exemplo, as monoculturas e o plantio direto, associadas ao uso extensive de agrotoxicos com
mfuito de sumentar a producio de alimentos, sfo responsiveis por grande parte dessa
degradacio ambiental em todo o mumdo (HEBERT, FUGERE e GONZALEZ, 2019). O uso
de agrotdxicos € uma prifica agricola amplamente adotada e & conhecida por causar impactos
prejudiciais aos seres humanos e ao meio ambiente (DONLEY, 2019).

Um desses agrotdxicos € o herbicida glifosato, um dos mais ufilizados ao redor do
mmdo (VAN STEMPVOORT ef al, 2014; WANG ef al, 2016). Desde 1974, cerca de 8.6
bilhdes de kg vém sendo aplicados globalments (BENBROOK, 2016). Estados Unidos, Unido
Européia, China e Brasil, os quatro maiores produtores agricolas do mumdo, responsaveis por
pelo menos mais da metade de toda a producio agricola global, também sfo considerados
alguns dos maiores consumidores de agrotoxicos (DONLEY, 2019).

Embora a aplicagio deste herbicida se dé essencialmente sobre as plantas, parte dele
acaba no solo onde € fortemente adsorvide e pode lixiviar até o lengol fredtico ou alcancar
cursos de dgua através do escoamento superficial (LUPI ef al. 2019). Por este motivo, as
dreas agricolas tém sido a principal via de obtencio de dados de monitoramento e vigilincia
relacionados a ocoméncia de ghfosato e sen metabolito acido anunometilfosfomeo (AMPA)
em aguas superficiais e subterrineas (VAN STEMPVOORT ef al., 2014).

Imcialmente classificados como "ndo tomicos e ndo imtantes”, de acordo com
protocolos de toxicidade aguda, o glifosato e o AMPA foram, a partir de 2005, declarados

2
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pela Orgamizagio das Nagbes Umidas para Almentagio e Agncultura (FAOQ) como
"preccupantements toxicos” devido a capacidade de persisténcia e acumulagcio na cadeia
alimentar (OKADA ef al., 2019). Estas caracteristicas sugerem que a agio dessas substincias
sobre a fisiologia humana em situagdes cronicas é mais complexa do que em situagdes agudas
(BENACHOUR e SERALINI, 2009).

Diante do fato, de que o glifosato seja tio amplamente utilizado atualmente o
monitoramento desse agrotoxico se toma essencial para garantir a saide humana e ambiental.
Nesse contexto, esta breve revisio tem por objefivo apresentar as principals caracteristicas e
propriedades do herbicida glifosato, bem comeo, tendéncias acerca do seu uso, e uma pegquena
amostra das principais técmicas ufilizadas para o desenvolvimento de metodos analificos
capazes de determinar tanto o glifosato como sen principal metabélito o AMPA.

O HERBICIDA GLIFOSATO

O glifosato é um herbicida organofosforado de amplo espectro, ndo seletivo, de pos-
emergéncia. Sua molécula [N- (fosfonometl) glicina], mais tarde denominada ghfosate, fou
sintetizada pela primeira vez em 1930 por Henri Martin, um pesquisador da pequena empresa
farmacéutica suiga, Cilag (FRANZ, MAQ e SIKORSEIL 1997). No entanto, neste periodo,
ndo foram encontradas aplicagbes farmacéuticas, e a molécula passou a ser vendida para uma
série de oufras empresas, e amostras foram testadas para diversos tipos de usos possiveis
(BENBROOEK, 2018).

Foi entio que, em 1970 a molécula foi re-sintetizada e testada pela Monsanto, e sen
efeito herbicida foi descrito por Baird e colaboradores em 1971, seguide por varies outros, e
sua patente foi reivindicada e obtida pela Companhia Monsanto em 1974, como invencio de
John E. Franz e, a partir dai, foi introduzida como produto herbicida Roundup® (formulacio
do sal de 1sopropilamma de ghfosato com um surfactante) (SZEKACS e DARVAS, 2012).

A comercializacio do Roundup® comegou em 1974 e em 2000, ao expirar sua
patente, o uso do ingrediente ative do herbicida (glifosato) passou a ser ainda maior, com
produtos genéricos de diferentes formmlagdes, agora fabmicados por diversas empresas
(BECKIE, FLOWEE. e ASHWORTH, 2020). A partir dai, as diversas formulagdes comerciais
disponiveis de glifosato, passaram a apresentar-se tambeém nas formas de sms de diamdmo,
moncamonio, potassio, frimefil sulfdnio e sesquisodium, além da ja conhecida apresentacio
em sal de isopropilamina (TRAVLOS, CHEIMONA e BILALIS, 2017).
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Amalmente o glifosato € um dos herbicidas mais utilizados em sistemas de cultivo
agricolas e ndo agricolas em paises desemvolvidos (HAGNER. ef al, 2019), se ndo o mais
utilizade no mundo (BECEIE, FLOWER e ASHWORTH, 2020; DUEE e POWLES, 2008;
ZHAN et al, 2018). Esse composto € frequentemente nhlizade para controlar o crescimento
de ervas daninhas na agricultura e costuma ser muito utilizade em culturas geneticamente
modificadas (fransgémicas), além da silvicultora, rodewias, femmowias e dreas wurbanas
(TRAVLOS, CHEIMONA e BILALIS, 2017; VAN STEMPVOORT et al, 2014).
PROPRIEDADES E MODO DE ACAQ

O glifosato [N - (fosfonometil) glicina], C;H;NO-P, € um denivado de fosfonometil do
aminodcido glicina, é um sélido eristaline branco e inodoro. composto por uma fungiio amino
basica e trés locals acidos ionizaveis (Figura 1) (DILL ef al., 2010).

0

7
S
_—
" MH

Figura 1: Estruiura quimica do glifosate (BORGGAARD & GIMSING, 2008).

E uma substincia quinica anfotérica que contém a funcio amino secundaria basica no
meio da molécula e sitios acidos monobasicos (carboxilico) e dibasico (fosfonico) em ambas
as extrermdades (SZEKACS e DARVAS, 2012). O glifosato € altamente polar, ndo volatil e
nio possul grupes cromdfores ou flucréforos (CHEN ef al, 2013). Algumas das propriedades
fisico-quimicas relevantes do glifosato constam a seguir na Tabela 1.

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas do ghfosato.

Denszidade 1,705 gml 2 20°C
Solubilidade em Agma 05gl-220°CepH 10, 1221 225°C
£Ea ;=23 (20 °C — acido fosfénice), pka -= 5,7 (20
Constante de Dissociacio *( —amina secundiris), e pEa ;= 10,2 {25 °C — acido
carborilico)
Ponto de fusio 184,5°C
Ponto de Ebulicio ~100°C
Ponto de Decomposicio 187°C
Insolivel em acetona, etzmol e xilano
Constante da Lei de Henry 2.1 x 10-** am-m® mol-* a 25 5C

Fonte: (BAER e MARCEL, 2014).
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Fisiologicamente ele atia mibinde a S-enclpinmilchiqumato-3-fosfato sintase
(EP5SPS), uma enzima chave na biossintese de aminoacidos aromaticos, hormonios e outros
metabdlitos essencials das plantas (DILL et al, 2010; SHILO et al., 2016). A fotossintese e a
respiragio também sfo afetadas neste processo, e as plantas mormerio entre uma e frés
semanas (CHANG e LIAO, 2002). A eficacia do glifosato como fitotoxina se deve, em parte,
ao seu baixo peso molecular e alta solubilidade em agua, que ajuda sua rapida absorcdo e
translocagio pelos tecidos vegetais (ANADON et al, 2009).

Porém, apos ser aplicado como spray foliar para controlar ervas daninhas, o ghifosato
pode acabar em diferentes partes do solo, em locais que nio s30 seu alve principal (Figura 2).
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Figura 2: Possiveis vias do glifosato apds aplicacio (RANISSERY e al., 2019).

A metabolizagio do ghfosato se da a parfir da agiio de microorgamsmos do solo
(DUKE, 2011), da qual resulta o AMPA (Figura 3), considerado o dmico metabolito
significativo do glifosato (JONSSON, CAMM e HATT . 2013).
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Figura 3: Via de metsbolizagio do glifosatn, adsptado de (BAT = OGBOURMNE, 2016; BORGGAARD &
GIMSING, 2008).

O AMPA é fortemente adsorvido aos sélidos do solo (HAGNEER et al, 2019), &
quimicaments semelhante ao glifosato e também mostra propriedades semelhantes em termos
de comportamento e toxicidade (JONSSON, CAMM e HALL 2013). O tempo de meia-vida
do glifosato e sen principal metabolite AMPA pode varar entre 0.8-151 e 10-98 dias
respectivaments, essa varagio se di principalmente pelas propriedades bioguimicas do
ambiente onde se encontram, solo. dgna, por exemplo (BAI e OGBOURNE, 20186).
TOXICIDADE

Ao se avaliar o risco de um agrotdxico para a sadde humana € necessino definir uma
classificacio de perigo e valores toxicologicos de referéncia, e mesmo que exista um
potencial perigoso relacionado a determinada substincia, o que levana a crer que todas as
avaliagbes seriam equivalentes, o risco também deve considerar o use dessa substincia, ou
seja, a probabilidade e a proporcio dos eventos e efeitos adversos provocados pelos padrdes e
condigies desse uso (TARAZONA et al, 2017).

Formulagtes a base de ghfosato sdo consideradas em alguns estudos como um produto
nio toxico ou de baixa toxicidade para seres vivos (DUKE e POWLES, 2008; WILLIAMS,
EROES e MUNEOQ, 2000). Estas consideragdes justificam-se pelo fato de que a wvia de
biossintese de ammoacidos aromaticos. a qual & afetada pelo glifosato, nfio & compartilhada
por membros do reino animal, o que tomana o glifosato wm mibidor eficiente somente em
plantas (WILLIAMS, KROES e MUNRO, 2000).
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Apesar disso, outros estudos demonstram que a toxicidade do ghfosato € observada
tanto em organizmos umicelulares, quanto em muitos orgamismos multicelulares encontrados
no solo e na agua (GILL ef al., 2017). Por conta do uso indiscriminado de glifosato, o cultive
nio alve & afetado negativamente, e ocomre do mesmo modo com as espécies nio alvo de
animais de ecossistemas aquaticos e terrestres (SINGH ef al, 2020).

O efeito toxico em peixes pode produzir alteragdes de expressio génica, alteragbes
fisiologicas, neurologicas, reprodutivas, bioquimicas e histologicas (FOLMAR, SANDERS e
JULIN, 1979; GIANNINL, 2013; LANGIANO e MARTINEZ, 2008; MORAES et al | 2020).

Abelhas expostas a niveis de glifosato comumente encontrados em ambientes
agricolas tem sua capacidade cogmiiva prejudicada, a qual € responsdvel por recuperar e
mtegrar informagdes espacials, mmpedindo assim sua volta bem sucedida 4 colmela
(BALBUENA ef al, 2015). Além disso, essa exposicio pode perturbar também sua
mucrobiota intestinal benéfica, o que prejudica soa saide e sua capacidade polmizadora
(MOTTA, FAYMANN e MORAN, 2018).

Para humanos o glifosato representa um provével risco cancerigeno (IARC, 2017).
Existe uma relacio entre a exposicio de produtos 4 base de glifosato e o aumento do nisco de
linfoma nio-Hodgkink essa evidéncia tem por base uma meta-andlise de estudos
epidemiologicos humanos e estudos experimentais com amimais, além de estudos
mecanisticos (ZHANG ef al., 2019). Existem ainda os nscos associados 3 herbicidas a base de
glifosate, os quais provocam danos ac DNA e efeitos carcinogénicos, mutagénicos e
reprotoxicos em células humanas e in vive (GASNIER ef ol 2009). A titulo de exemplo,
enquanto o glifosato provoca apoptose celular sem danos 4 membranas, o Roundup®
(formmlacio a base de ghifosato) € o que mais nduz a morte celular, mais do que glifosato e
sen metabolito AMPA, ele perhurba as membranas celolares e mitocondriais, levando a
necrose, o que confirma que os adfuvantes utilizados nas formmlagbes do Roundup® nfo sio
inertes (BENACHOUR e SERALINI 2009).

Herbicidas 4 base de glifosato so considerados também como téxicos e agem como
disruptor enddcnino em células humanas (GASNIER. ef al, 2009), mduzem a morte celular
através de mecanismos apoptoticos e autofigicos (GASNIER. ef al, 2009; GUL ef al , 2012), &
mmpactam as propriedades mecinicas das células cutineas devido ao estresse oxidativo (HEU
efal 2012).

Quando se trata do use de glifosato e herbicidas a base de glifosato, muitas hipoteses
530 levantadas, por isso s3o necessinos estndos mais aprofimdados para investigar os efeitos
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adversos decorrentes do sen uso. Pesqmsas interdisciplinares que comrelacionam nivels de
exXposi¢io com as consequéncias para os ecossistemas terrestres e agquaticos, e com o
surgimento de doencas em animais, humanos e plantas, sdo necessanas, assim como a revisdo
dos limites toleraveis para residuos de glifosato na dgua, alimentos e ragio animal, elucidando
todos possivels niscos para a sande ambiental (VAN BREUGGEN et al., 2018).
LEGISLACAO

Ao redor do mundo existem diferentes sistemas regulatorios relacionados ao uso de
agrotoxicos, planejados para proteger, em graus variados, os seres humanos e o meio
ambiente (DONLEY, 2019). A legislagiio de pesticidas na UniSe Europeia € geralmente
considerada a mais abrangente e ngorosa do mumdo (KUDSK e MATHIASSEN, 2020). O
limite maximo de residuos de glifosato em agua potavel na Unido Europeia € de 0,1 pg L1
(WANG et al, 2016). Nos Estados Unidos o limite & de 700 pg 1!, conforme a determinacio
da Agéncia de Protecio Ambiental (EPA) (WANG ef al, 2016). No Brasil os parimetros de
potabilidade de dgua tém seus limites defimdos conforme a portaria do Mimsténio da Sadde,
n® 2914/2011 onde o valor miximo permitido € de 500 pgl?! para glifosato e AMPA
(BEASIL, 2011). Para corpos de dgua segundo a resclucio do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) n® 3572005, em dguas doces de classe I o valor maximo de glifosato
é de 65 ugl? e para dguas doces de classe I o valor méximo de glifosato de 280 pg It
(BRASIL, 2005).

METODOLOGIAS ANALITICAS PARA DETERMINACAO DE GLIFOSATO EM
AMOSTRAS DE AMBIENTAIS

As insepurangas com a qualidade da apua potavel e também a confaminacio de certos
alimentos tém levado pesquisadores a desenvolver métodos eficientes para detectar
substincias em nivel trago (STALIKAS e KONIDART, 2001), assim como glifosato e AMPA.
Algms dos métodos analiicos para a analise de glhfosato e AMPA sfo a cromatografia em
camada fina (TLC), cromatografia de interaco hidrofilica (HILIC). eletroforese capilar (CE),
cromatografia a gas (GC) e cromatografia liquida (LC) (GUO et al . 2016). A cromatografia
liguida & preposta 4 cromatografia gasosa quando se trata da andlise de glifosato e AMPA por
conta das caracteristicas apresentadas por sua molécula (DEUART ef al, 2011;
NEDELEOSEA E LOW. 2004). Além disso, herbicidas do tipe fosfonico e aminodcido, em
baixas concentragdes, sio mais bem detectados através da cromatografia liquida, que € vista,
atualmente, como a técnica mais apropriada neste caso (OKADA ef al, 2019).
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A cromatografia liquida de alta eficiéneia (HPLC) € a mais utlizada para
deternunacio de ghfosato e AMPA (GUO et al., 2016; PIRES et al, 2020; QIAN ef al., 2009;
TIAGO et al, 2020; UMSZA-GUEZ et al., 2019). Entre os detectores mais populares estio o
detector por fluorescéncia (FL) e ultravioleta (UV) (DE LLASERA et al, 2005;
KACZYNSKI E LOZOWICKA, 2015; KHROLENKO e WIECZOREK, 2005; QIAN st al ,
2009, WANG, ef al, 2016). Menos popular para determinagio de glifosato e AMPA o
detector de amranjo de diodos (DAD) possiu um custo de mstrumentacio relativamente baixo
se comparado ao detector de espectrometria de massa (MS/MS), e ainda assim &
suficientemente seletivo e sensivel para anilise de agrotoxmicos (ABBASPOUR ef al, 2019;
TUZIMSEI e EEJCZAE, 2016). Contudo, o detector MS/MS, & hoje em dia a técmica favorita
para andhize de residuos de pesticidas polares, em raziio da sua excelente sensibilidade e
seletividade (HE et al , 2019; MANZANO-SANCHEZ et al , 2020; ZHANG et al., 2020).

A determmacio de residuos de glifosato e AMPA a nivel trago & bastante complexa, ja
que essas substincias possuem um baixo peso molecular, baixa volatilidade, mmstabilidade
térmica e alta solubilidade, cansando problemas na extracio, purificacio e determinacio do
analito (KACZYNSKI e LOZOWICKA, 2015). Para isso sdo aconselhados métodos de
purificacdo efou pré-concentracio, fais como a extragdo liguida (LLE), extracio em fase
solida (SPE) e mucroextracio em fase solida (SPME) (CHEN et al, 2019; MEYER ef al,
2009). A extracio LLE e a SPE, no que se refere is técnicas de preparacio de amostras, sdo
procedimentos bem conhecidos e amplamente aceitos para a extraciio de uma grande
vanedade de analitos em diferentes tipos de amostras (SAJID, 2018).

Além disso, a falta de grupos cromdforos e fluorofores do glifosato e AMPA dificulta
a deteccio por sistemas convencionais, como UV-Vis ou FL (LOW, 2004), o que tomma
essencial a denvatizagio pré ou pos-cohma, do glifosato e AMPA, pois melhora sua
volatilidade, possibilita a separacio e retencio cromatografica e o aumento da sensibilidade
do método (GUO ef al, 2016).

DERIVATIZACAO
Considerado por muitos um procedimento tedioso, a denivatizacio pode ser demorada
& geralmente demanda otimizacio de nmitos pardimetros, como temperatura, concentragio do
reagente e tempo de reagio (GOSCINNY et al., 2012). Como ja mencionado anteriormente,
ao utlizar HPLC a falta de grupos croméforos e fluordfores, implica na denivatizacio dos
amalitos ghfosato e AMPA | assim como para GC, por conta da baixa volatilidade e carater
idnico dos compostos em questio. Portanto, independente da técmica cromatografica utilizada,
9
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em 90%; das confribmgoes cientificas representativas, foi whlizada a denvatizagio de ambos
analitos (ARKAN e MOLNAR-PERL., 2015).

Na cromatografia liquida, a derivatizacio pode se dar em pré-coluna ou pos-coluna,
formando denvados altamente fluorescentes. Entre os reagentes de denvatizacio em pré-
cohma estio o 9-cloroformate de fluoremlmetil (FMOC-CT) (HANEE, SINGER e
HOLLENDER, 2008; NEDELEOSEA e LOW, 2004), o d4-cloro-35-
dimtrobenzdicotriflucreto (CNBF) (QIAN ef al, 2009) e o cloreto de 4-toluenossulfomila
(EAWAIL UNO e TOMITA, 1991). No procedimento de denvatizagiio pos-cohma pode ser
utilizado o ortoftaldeido-mercaptoetanol (OPA-MERC) (MALLAT e BARCELO, 190%;
KACZYNSKI e LOZOWICKA, 2013). Os reagentes de derivatizacio na cromatografia
gasosa  podem  ser o N O-bis(mmethylsilylinfluorcacetamida (BSTFA) e o
tmmetilclorosilano (TMCS) (CATRINCE et al., 2013).

Mas assim como a técmica analifica HPLC € a mais recomendada para analise de
glifosato e AMPA, 0 FMOC-CI ¢ o reagente pré-coluna mais utilizado na denivatizacio desses
amalitos (BOTEROQ-COY et al., 2013; DRUART ef al, 2011). Ao utilizar 0 FMOC-C] na
denvatizagio do glifosato e AMPA, esses compostos adquirem uma configuracio menos
polar (Figuras 4), e detectivel através de compnmentos de onda do ultravieleta (UV)
(Figuras 5).
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Figura 4: Derivatizag3o de glifosato & AMPA com FMOC-C1 (CATRINCE ef al., 2014).
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Figura 5: Comprimeno de onda da sbsorgio no UV para FMOC-glifosato (AUTORA, 2019).

Embora a denvatizacio seja extremamente necessina, mmitos analistas deixariam
passar essa etapa, jd que se frata de um passe adicional no preparo de amostra que consome
tempo extra e também por conta da natureza toxica dos reagentes de denivatizacio comumente
utilizados, e como se nio bastasse, eles ainda podem incorporar contaminagdes na amostra
(SAJD, 2018).

A contaminacio da amostra se di principalmente pela formacio de subprodutos como
o FMOC-OH, que € o produte da hidrélise e descarbomilagio do FMOC-CL, além do proprio
residuo de FMOC-C] que nio denvatizon. Esses subprodotos podem precipitar e damificar a
coluna cromatografica, e reduzir a eficiéncia de ionizacio afetando a robustez e sensibilidade
do metodo aphicado (HANKE; SINGER; HOLLENDER, 2008). Inchur uma etapa de clean-
up da amosita com solvente orgimice sena uma boa estratégia, ja que se trata de um
procedimento que remove as interferéncias menos polares, tais como o excesso de FMOC-C1
e 0 excesso de reagente hidrolisado (FMOC-OH), a fim de obter uma melhor recuperagio dos
analitos durante a analise (CATRINCE et al., 2014).

CONSIDERACOES FINAIS
Esta revisdo apresentou as prncipals consideragdes acerca dos desafios para
desenvolvimente de métodos analiticos para determinar glifosato e AMPA em amostras
ambientais. E importante ressaltar gque para desenvolver uma metodologia amalitica &
necessano conhecer o analito em questio, suas particulandades e comportamento ambiental.
11
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Compostos como o ghfosato, o herbicida mais utiizado no mmde e do qual ainda se tem
tantas dividas sobre os efeitos adversos para a saide humana e ambiental, devem fazer parte
de um monitoramente continuo.

Podemos verificar na literatura disponivel e atual que os métodos envelvendo a
determinacio de glifosato e AMPA estio sempre em busca de estratégias para se tomarem
mais ripidos, no que diz respeito ao preparo de amostras e mals econdmicos, quanto a
quantidade de insumos (como solventes e reagentes) e instrumentos utilizados, buscando,
manter ou novar a seletividade e sensibilidade analihca. Embora o glifosato possma
caracteristicas gque tormem sua determinacio complexa, a combinacio de técnicas analiticas
pode garantir a eficiéncia a cada desenvolvimento de método.
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4.3 ARTIGO N° 3

re

INTEGRA DO ARTIGO A SER SUBMETIDO

OTIMIZAGAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA A DETERMINAGAO DE
GLIFOSATO E AMPA EM AMOSTRAS AMBIENTAIS DE AGUA, DERIVATIZADAS
COM FMOC-CI, UTILIZANDO HPLC-DAD

RESUMO: O (¢lifosato e herbicidas a base de glifosato podem contaminar
organismos, seres humanos, ecossistemas, alimentos e rag¢des. Por isso, um
método confiavel e eficiente para a determinagdo do glifosato em amostras
ambientais é essencial. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma das
técnicas mais utilizadas para determinacao de glifosato e acido aminometilfosfénico
(AMPA) em matrizes ambientais. Os detectores mais utilizados para quantificagao
do glifosato sao o de fluorescéncia e ultravioleta, no entanto o detector de arranjo de
diodos (DAD) é amplamente empregado em analises de HPLC para determinar
residuos de outros agrotéxicos. A técnica HPLC-DAD, tem um custo de
instrumentacéao relativamente baixo e ainda assim é seletiva e sensivel para analise
de residuos de agrotoxicos. O emprego desta técnica para andlise de glifosato e
AMPA em amostras ambientais, exige que as amostras sejam derivatizadas, pois
nao possuem grupos cromoforos e fluoroforos. O reagente de derivatizagdo mais
utilizado é o 9-cloroformato de fluoreniimetil (FMOC-CI). O método desenvolvido
para determinagao de glifosato e AMPA em amostras ambientais de agua nestas
condigdes, alcangou o LD para glifosato e AMPA, de 0,007 e 0,006 mg.L" e LQ para
glifosato e AMPA de 0,035 e 0,019 mg.L", respectivamente. E considerado um
método de alta repetibilidade devido a sua precisdo. A partir dele foi possivel
determinar a presenga de (glifosato nas amostras de um dos ambientes
investigados, contendo a concentragdo de 0,078 mg.L", valor acima do limite
permitido pela resolugdo CONAMA 357/2005 de 0,065 mg.L™".

Palavras-Chave: Qualidade da Agua, CONAMA, Pesticidas, Cromatografia Liquida,
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-CI). 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", and LQ for glyphosate and AMPA 0,035 e
0,019 mg.L", 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", a value above
the limit allowed by CONAMA resolution 357/2005 (0.065 mg.L™).

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

O (¢lifosato [N-(fosfonometil) glicina] € um herbicida organofosforado de
amplo espectro, nédo seletivo e de pods-emergéncia. Amplamente utilizado no
combate as ervas daninhas, ele atua na inibicdo da 5-enolpiruvil-chiquimato-
3-fosfato-sintase (EPSPS), uma enzima chave na biossintese de aminoacidos
aromaticos (SHILO et al., 2016), que sdo essenciais para a sobrevivéncia das
plantas. E o herbicida com maior volume de produgdo, usado em mais de 750
produtos diferentes, e mundialmente utilizado na agricultura, silvicultura, areas
urbanas e em aplicacbes domésticas (GUYTON et al., 2015; IARC, 2017).

O (¢lifosato tem sido foco de intensa pesquisa cientifica e inovagao de
produtos, o numero de publicacbes cientificas e patentes relacionadas a ele
aumentou para quase 20.000 em 40 anos, sendo a maioria nos ultimos 15 anos
(DUKE, 2018). Além disso, a discussao sobre os efeitos na saude humana,
contaminagdo do solo e ecossistemas aquaticos causados por glifosato, tém sido
uma questao central na midia e cenario politico mundial, onde se debate a respeito
da continuidade do uso desta substancia no meio ambiente (CARLES et al., 2019).

Glifosato e herbicidas a base de glifosato podem contaminar organismos,
incluindo seres humanos, ecossistemas e também alimentos e ragdes (GASNIER et
al., 2009). Ja foi possivel, inclusive, detectar glifosato em amostras de sangue e
urina coletadas de trabalhadores agricolas, indicando assim, a absor¢céo desta
substancia pelo corpo (GUYTON et al.,, 2015; IARC, 2017). Alguns estudos
associam a exposigdo humana ao glifosato a incidéncia de doengas como cancer
(IARC, 2017; THONGPRAKAISANG et al, 2013), a danos no DNA e efeitos
mutagénicos e reprotdxicos nas células humanas e de organismos vivos (GASNIER
et al., 2009).
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Por isso, visando a protecdo da saude humana, foram estipulados niveis
maximos permitidos de glifosato em agua potavel, que sédo determinados por
diferentes agéncias e paises. Na Unido Europeia o limite é de 0,1 ug.L"; nos
Estados Unidos o limite € de 700 pg.L", conforme a determinagdo da Agéncia de
Protecdo Ambiental (EPA) (WANG, Shizong et al., 2016). No Brasil, conforme a
portaria de consolidagdo do Ministério da Saude, n.° 05/2017, o valor residual
maximo permitido de glifosato e seu metabdlito o acido aminometilfosfénico (AMPA)
para agua potavel é de 500 ug.L"' (BRASIL, 2011). E conforme a resolugdo do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n° 357/2005, sao estabelecidos
para aguas doces de classe um e classe trés os valores residuais maximos de
glifosato de 65 ug.L™" e 280 ug.L" respectivamente (BRASIL, 2005).

Diante desse panorama, torna-se indispensavel um método confiavel e
eficiente para a determinagao do glifosato em amostras ambientais (QIAN et al.,
2009), que assegure um monitoramento ambiental adequado, tendo em vista a
saude humana e ambiental. Dadas as condi¢gdes de monitoramento ambiental para
glifosato, é importante ressaltar que frequentemente ao investigar a sua ocorréncia,
inclui-se também seu principal produto de degradacgao, o AMPA (EHLING e REDDY,
2015).

Entre as técnicas mais utilizadas para determinagao de glifosato e AMPA em
matrizes ambientais, estdo a cromatografia liquida e a gasosa. Contudo, se
comparada a cromatografia gasosa a liquida é mais vantajosa, devido a
caracteristica ibnica e de baixa volatilidade do glifosato e AMPA, que favorece a
técnica (DRUART et al., 2011). A cromatografia liquida é, inclusive, a técnica mais
adequada para a detecgao de herbicidas fosfonicos e do tipo aminoacido em baixas
concentracdes (OKADA et al., 2019).

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), do inglés high
performance liquid chromatography (HPLC), os detectores mais utilizados para
quantificacdo do glifosato sdo o de fluorescéncia (FL) e ultravioleta (UV)
(KACZYNSKI e LOZOWICKA, 2015). Além desses, ha também o detector de arranjo
de diodos (DAD) que é pouco utilizado na determinagao de glifosato e AMPA, mas
amplamente empregado em analises de HPLC para determinar residuos de outros
agrotoxicos (ABBASPOUR et al., 2019; CORAZZA et al., 2019; WANG et al., 2019;
Xl et al., 2016). O DAD é especialmente util na analise de amostras com matrizes

complexas por obtencdo de espectros de UV e avaliacdo da pureza dos picos nos
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cromatogramas (TUZIMSKI, 2009). A técnica analitica que emprega HPLC-DAD tem
um custo de instrumentacao relativamente baixo e ainda assim é suficientemente
seletiva e sensivel para analise de residuos de agrotoxicos em amostras que foram
purificadas e concentradas antes analise cromatografica (ABBASPOUR et al., 2019;
TUZIMSKI e REJCZAK, 2016).

Relativo a deteccédo de glifosato e AMPA, a falta de grupos cromoforos ou
fluoréforos dificulta o uso de métodos convencionais (OKADA et al., 2019), como
por exemplo o DAD. Em razdo disso, a maioria dos meétodos analiticos para
determinagao desses compostos envolvem uma etapa de derivatizagao, pré-coluna
ou pos-coluna, com a finalidade de aumentar a seletividade e sensibilidade do
método, através da reducgdo do carater polar das moléculas de glifosato e AMPA,
aumentando a retencédo e melhorando a separagao cromatografica (GHANEM et al.,
2007). Para a derivatizacado o reagente pré-coluna mais utilizado € o 9-cloroformato
de fluorenilmetil (FMOC-CI) (CARRETTA et al., 2019; DRUART et al., 2011;
KOSKINEN; MAREK e HALL, 2016).

O FMOC-CI tem baixa solubilidade e estabilidade quando em agua, sendo
necessario seu preparo com solvente organico miscivel com agua, a acetonitrila é
um exemplo de solvente organico utilizado nesse caso (OKADA et al., 2019).
Embora o FMOC-CI seja um reagente amplamente utilizado para derivatizagao, ele
provoca efeitos indesejados durante sua reacdo em matriz aquosa, que é a
formagdo de subprodutos de derivatizagdo, tais como o 9-fluorenylmethanol
(FMOC-OH), produto da hidrolise e descarboxilagdo do FMOC-CI, que podem
danificar a coluna cromatografica em caso de precipitagdo, o que podera reduzir a
eficiéncia de ionizacdo da molécula podendo afetar a robustez e sensibilidade do
método em geral (HANKE; SINGER e HOLLENDER, 2008).

Além disso, o excesso do FMOC-CI utilizado no preparo da amostra pode
pode provocar danos na coluna cromatografica, e uma das estratégias utilizadas
para remogao do excesso desse reagente além de outras impurezas organicas apos
a derivatizagao, é a inclusdo de uma etapa de clean-up da amostra com solvente
organico (CATRINCK et al., 2014). Somado a isso, uma técnica de preparagao de
amostras com pré-concentragao dos analitos, também tem potencial de reduzir ou
eliminar possiveis compostos interferentes, o que podera permitir a transferéncia
dos analitos para uma fase de extracdo compativel com o instrumento de analise
(CORAZZA et al., 2019; Xl et al., 2016).
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Com base nessas informagdes, este trabalho teve por objetivo otimizar uma
metodologia para determinacédo de glifosato e seu metabdlito AMPA em amostras
ambientais de agua, derivatizadas com FMOC-CI, empregando a técnica
cromatografica HPLC-DAD.

2. METODOLOGIA
2.1 INSTRUMENTOS

Para a realizagdo do presente estudo, foi utilizado um cromatografo liquido
Agilent 1260 Infinity, constituido de uma bomba quaternaria [modelo G1311C];
injetor automatico [modelo G1329B]; compartimento de coluna [modelo G1316A]
com controle de temperatura e  detector de arranjo de diodos (DAD) [modelo
G1315D]. As colunas analiticas utilizadas neste estudo sdo apresentadas a seguir
(Tabela 1).

Tabela 1: Descrigao das colunas analiticas utilizadas para analise
de glifosato e AMPA

Coluna Analitica Descrigcao
Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 L x I.D. 250 mm x 4,6 mm x 5 ym de
Analytical tamanho de particula
Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 L x [.D. 100 mm x 4,6 mm x 3,5 ym de
Rapid Resolution tamanho de particula
Phenomenex Kinetex Core-Shell L x I.D. 250 mm x 4,6 mm x 5 ym de
C18 100A tamanho de particula

As pipetas utilizadas foram da marca Eppendorf®. No preparo da amostra
durante a derivatizagdo foi utilizada uma incubadora com agitagéo orbital da marca
Quimis® para a homogeneizagao. No preparo das amostras no clean-up foi utilizado
um agitador automatico ZX3 da marca Velp Scientifica® para homogeneizacao, e

uma centrifuga 80-2B da marca Daiki para auxiliar a separagao de fase.
2.2 REAGENTES E PADROES ANALITICOS

Como padrdes analiticos foram utilizados o glifosato Pestanal® (98,6%)
(C3HgNOsP) [CAS n.° 1071-83-6] e o AMPA 99% (CHgNO4P) [CAS n.° 10-66-51-9],
ambos adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Como reagente de
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derivatizacao foi utilizado o FMOC-CI (97%) (C,sHCIO,) [CAS n.° 28-920-43-6]
(Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA). A agua ultrapura utilizada foi obtida a partir de
um sistema de purificacéo de agua Millipore Direct - Q® 3 UV 18,2 MQ+cm a 25°C.

A solugcdo tampdo comercial de borato (pH 9) utilizada foi da marca
Dinamica® [CAS n.° 1303-96-4]. Os reagentes utilizados foram fosfato de potassio
monobasico anidro P.A. (KH:PO.), IMPEX [CAS n.° 7778-77-0]; hidroxido de
potassio escamas P.A. (KOH), VETEC [CAS n.° 1310-58-3]; acetonitrila grau HPLC
(CH3;CN), MERCK [CAS n.° 75-05-8]; éter etilico 99% P.A. [(C,H5),0], VETEC [CAS
n.° 60-29-7]; diclorometano P.A. (CH,Cl,), NEON [CAS n.° 75-09-2]; hexano P.A.
(CgH44), Alphatec [CAS n.° 110-54-3].

2.3 PREPARO DAS SOLUGOES E CURVA DE CALIBRAGAO

As solugbes estoque de (glifosato e AMPA foram preparadas com
concentragdo de 500 mg.L" utilizando o padréo analitico e agua ultrapura. A partir
destas foram preparadas as solugdes de trabalho, que posteriormente foram
preparadas em triplicata, derivatizadas e analisadas.

A solugdo de derivatizagcdo FMOC-CI foi preparada a 0,02 mol.L”" em
acetonitrila grau HPLC.

O reagente KH:PO. foi utilizado no preparo da solu¢do da fase movel de
0,005 mol.L"" em agua ultrapura. Para para o ajuste de pH desta solugéo para 5,5 foi
utilizado solugdo de KOH (2 mol.L™"). Depois de pronta, essa solugéo foi filtrada em
membrana de nylon de 0,22 um e foram ultrassonificadas durante 45 min para

remover bolhas de ar presentes na solugéo.
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 localizagdes se fazem constar na Tabela 2.
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Tabela 2: Pontos de coleta das amostras ambientais de agua.

] Localizacéo
Amostra de Agua
Latitude Longitude
Amostra Ambiental 1 o o
(Figura 1) -32.009010 -52.687640
Amostra Ambiental 2 -31.590991° 52.347510°

(Figura 2)

Ponto de coleta da amostra de agua & } Legenda

"
Escreva uma tescricio para seu mapa +  Amostra Ambiental 1

WAmostraAmbiental i

Google Earth

600 m

Figura 1: Ponto de coleta da amostra ambiental de agua n° 1: area rural com predominancia
de atividade agricola intensiva (Google Earth, 2021).

Ponto de coleta da amostra de agua

Escreva uma descrigfo para seu mapa

JAmostra Ambiental 2

A
N
100 m

Figura 2: Ponto de coleta da amostra ambiental de agua n° 2: area rural com habitagdes,
atividades de pecuaria e pequenos cultivos (Google Earth, 2021).
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As amostras do ambiente 1 foram coletadas na primeira semana de marcgo de
2020 e as amostras do ambiente 2 foram coletadas na ultima 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
laboratério para preparo. Ja no preparo essas amostras foram filtradas em
membrana de nylon de 0,22 ym por trés vezes e apos passaram pelo processo de

derivatizacao, clean-up e por fim foram analisadas.
2.5 DERIVATIZAGAO DO GLIFOSATO E AMPA COM FMOC-CL

Na derivatizagdo todas as amostras foram preparadas em tubo cdnico (15
mL) de polipropileno, a partir da reacédo de 1 mL dessas amostras (solugdes de
trabalho ou amostra ambiental fortificada ou nao), com 1,25 mL da solugdo de
FMOC-CI e 0,25 mL do tampéo borato (pH 9). Apds o preparo, estas amostras
foram homogeneizadas em uma incubadora com agitagao orbital a 180 rotagbes por
minuto (rpm) durante uma hora em temperatura ambiente. Da derivatizacéo
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 apoés a derivatizagéo, que consiste em
remover as interferéncias menos polares da amostra, tais como FMOC-CI e o
excesso de reagente hidrolisado (FMOC-OH), usando um solvente organico, a fim
de obter uma melhor recuperagdao dos analitos durante a analise através da
remocao de substancias interferentes.

Para o clean-up foram adicionados 2 mL de solvente organico (Tabela 3) nas
amostras ja derivatizadas, em seguida essas amostras passaram por agitagéo
durante 2 min, em agitador automatico e posteriormente foram centrifugadas (4000
rpm) por 2 min. Da separagao de fases ocorrida apds esse processo, a fase aquosa
foi extraida utilizando a técnica de extragao liquido-liquido, filtrada em membrana de
nylon de 0,22 ym e analisada por HPLC-DAD.

2.6.1 OTIMIZAGAO 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 solugcao
padrao, com concentragdo de 2,5 mg.L"' de FMOC-glifosato e preparados conforme

a descricdo 1.3.6.

Tabela 3: Coeficiente de solubilidade dos solventes organico testados

Solvente Organico Solubilidade em agua a 20 °C
Eter Etilico 69g.L"
Diclorometano 20g.L"
Hexano 0,0095g. L™

Da separacao de fases ocorrida apds esse processo, uma aquosa € uma
organica, foram extraidas uma amostra de cada fragdo, aproximadamente 1 ml, que
foram filtradas em membrana de nylon de 0,22 ym e analisadas por HPLC-DAD com
as seguintes condi¢gdes cromatograficas: coluna analitica Agilent Zorbax Eclipse
Plus C18 Analytical (4,6 x 250 mm x 5 um); 40 °C de temperatura da coluna; fluxo
da fase mével de 0,700 mL.min™"; volume de injegcdo de 20 uL; a fase movel foi
composta de acetonitrila e solugdo KH.PO. de 0,005 mol.L™', em modo isocratico

(30:70 v/v), respectivamente.
2.7 AVALIAGAO DA COLUNA ANALITICA

A otimizagdo da coluna analitica consistiu em verificar através da analise de
amostras de concentragao conhecida, qual coluna apresentava maior eficiéncia, em
relagcdo a altura de pratos tedricos, uma em relagdo a outra . As colunas analiticas
utilizadas nessa otimizacao foram citadas anteriormente na Tabela 1 do item 2.1. As
condigdes para esta analise foram: 40 °C de temperatura da coluna; fluxo da fase
movel de 0,700 mL.min""; volume de inje¢édo de 20 yL; a fase moével foi composta de
acetonitrila e solugdo KH.PO. de 0,005 mol.L"', em modo isocratico (30:70 v/v),
respectivamente. Para avaliar a eficiéncia da coluna analitica foi calculada a altura

equivalente ao prato tedrico de cada coluna.
2.8 PARAMETROS DE VALIDACAO

Os parametros de validacdo do método serdo calculados conforme
Resolucéo da Diretoria Colegiada Anvisa (RDC) n°. 166/2017 (BRASIL, 2017).
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2.9 ANALISE DAS AMOSTRAS AMBIENTAIS

As amostras apoés coletadas e filtradas foram derivatizadas e passaram por
clean-up de diclorometano, foram analisadas em HPLC-DAD utilizando a coluna
analitica Phenomenex Kinetex Core-Shell C18 100A (4,6 x 250 mm x 5 pym). As
condigdes cromatograficas aplicadas foram: fase mével composta de acetonitrila e
de solugdo KH:PO. 0,005 mol.L™", em modo isocratico (30:70 v/v), respectivamente;
temperatura da coluna a 40 °C; fluxo da fase moével de 0,700 mL.min"; volume de
injecdo de 20 pL. As analises foram acompanhadas nos comprimentos de onda de
206, 210 e 260 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 OTIMIZAGAO DO CLEAN-UP DAS AMOSTRAS

O clean-up é aplicado apds o processo de derivatizacdo dos analitos, € um
procedimento utilizado para remover compostos co-derivatizados que podem
prejudicar a determinagdo cromatografica ou ainda causar danos para os
instrumentos analiticos (TADEO et al., 2000). Da mesma forma, pelo critério de
afinidade com o solvente organico usado, o clean-up remove 0 excesso de
FMOC-CIl e FMOC-OH que podem também danificar os equipamentos.

Dos solventes testados, os resultados para o éter e o diclorometano foram
satisfatérios, ja o solvente mais apolar, hexano, ndo respondeu positivamente ao
objetivo. O éter etilico 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
recuperacdo do analito FMOC-glifosato na fase aquosa, tendo em vista que a

concentragéo das amostras padrao analisadas foi de 2,5 mg.L™" de glifosato.

Tabela 4: Recuperacdo do FMOC-glifosato apos clean-up

Recuperagao
Solvente do Clean-up —
Média (%) RSD (%)
Diclorometano 101,99 0,47
Eter Etilico 102,51 @ 0,50
Hexano 75,54 ° 1,16

As letras representam a diferenca estatistica a partir do Teste de Tukey (P<0,05%). RSD representa
o desvio padréo relativo.
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O desvio padréao relativo (RSD) ou coeficiente de variagdo dos resultados
apresentados na Tabela 4 sao considerados aceitaveis, visto que, para analises de
residuos de pesticidas o valor aceitavel é de até 20% (BRITO et al., 2003). As
recuperacgdes obtidas também s&o consideradas aceitaveis, pois estdao dentro da
faixa que é aceita para analise de residuos de pesticidas (70-120%) (ABREU;
MATTA e MONTAGNER, 2008). Por ndo apresentar diferengas estatisticas
significativas entre éter e diclorometano, o clean-up com esses solventes sao os
mais indicados. O hexano, além de apresentar recuperagao significativamente
menor comparado aos demais solventes testados, apresentou perda de analito da
fase aquosa para a fase organica, de dificil identificagdo, provavelmente por ter sido
co-eluido na analise por HPLC. A Figura 3 demonstra, através dos cromatogramas,
a eficiéncia do clean-up quanto a remocéao do FMOC-CI residual da fase aquosa das

amostras.
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Figura 3: As figuras representam os cromatogramas (mAU x min) das analises de clean-up de
amostras padrdo com concentragéo de 2,5 mg.L" de glifosato derivatizadas com FMOC-CI: A)
Amostra sem clean-up; B) Clean-up com diclorometano; C) Clean-up com éter-etilico; D) Clean-up
com hexano

Na busca do melhor solvente organico para clean-up de amostra, entre
diclorometano, éter etilico e hexano, optou-se por trabalhar com o diclorometano.

Os resultados obtidos com hexano nido corresponderam as expectativas, nao foi
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possivel através deste clean-up remover grande parte das substancias interferentes
na amostra, e a baixa eficiéncia desta limpeza acabou interferindo inclusive na
quantificacdo do analito. Muito embora, os resultados de recuperagdo para o
clean-up com diclorometano e éter etilico sejam muito semelhantes, optou-se pelo
diclorometano visto que permitiu uma maior remogao de substancias interferentes

presentes na amostra, incluindo o FMOC-CI residual.
3.2 OTIMIZACAO DA COLUNA ANALITICA

Os resultados das analises de eficiéncia de coluna podem ser verificados na
Tabela 5.

Tabela 5: Média e desvio padrao da altura dos pratos tedricos (N) entre cada
concentracéo analisada. As letras representam diferenca estatistica (P<0,05%),
Teste de Tukey.

Concentragdo (mg.L")

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

C18 Zorbax  0,0152 0,0299 0,0186 0,0133 0,0101 0,0092 0,0098
Analytical +0,0097 ® $0,0026° +0,0008° +0,0006° +0,0002° +0,0004° +0,0002°

C18 0,0035 0,0035 0,0049 0,0059 0,0049 0,005 0,0033
Core Shell +0,0001* +0,0001* +0,0006° =+0,0001?% +0,0002% +0,0007* +0,0024%

g;sid 0,0145 0,013 0,0121 0,01
P : +0,0014° +0,0005°¢ +0,0004°¢ +0,0001°*
Resolution

As letras representam a diferenca estatistica 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 numero de pratos tedricos, visto
que, quanto menor a altura do prato tedrico, maior sera a eficiéncia da coluna
(MEYER, 2010). Além disso, foi possivel diminuir o tempo de corrida de 30 para 20
minutos. Este € um dos mais importantes objetivos alcangados com a tecnologia
core-shell, a redugdo de tempo de analise durante uma corrida cromatografica, o
que consequentemente diminui o consumo de solventes e o volume de residuos
gerados (GONZALEZ-RUIZ; OLIVES; MARTIN, 2015). A coluna C18 Rapid
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Resolution ndo foi capaz de separar o analito nas trés faixas de concentracao

menores, além de ser a coluna menos eficiente nos demais resultados.
3.3 VALIDAGAO DO METODO
3.3.1 LINEARIDADE

A Tabela 6 mostra as equagdes de regressao e coeficiente de correlagao (R)
e de determinagéo (R?) de cinco amostras padrao, preparadas a partir da solugéo de
estoque de glifosato e AMPA com concentragbes de 0,016; 0,032; 0,065; 0,13 e
0,26 mg.L". O coeficiente de determinagdo para FMOC-glifosato (R? = 0,982) foi
maior do que para FMOC-AMPA (R2=0,993).

Tabela 6: Dados da curva de calibracdo de FMOC-glifosato e FMOC-AMPA

Analito Equacao de regressao R R?
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 sao admitidos os coeficientes de correlagao
(R) maiores que 0,990 (BRASIL, 2017), por tanto os resultados obtidos neste estudo
foram considerados satisfatorios. De acordo com Brito et al. (2003) considera-se
satisfatéria a linearidade do grafico quando o R da reta obtida ndo 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
correlagao é fortissima (0,91 <R < 0,99) (BRITO et al., 2003).
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Figura 4: Curva de calibragao representando a linearidade do FMOC-glifosato nas concentragdes
0,016; 0,032; 0,065; 0,13 e 0,26 mg.L™"; coeficiente de determinagdo r>=0,982
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Figura 5: Curva de calibragéo representando a linearidade do FMOC-AMPA nas concentragdes
0,016; 0,032; 0,065; 0,13 e 0,26 mg.L™"; coeficiente de determinag&o r>=0,993.
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3.3.2 SELETIVIDADE

O termo "seletivo" significa que o método fornece respostas para uma série
de substancias quimicas que podem ser distinguidas umas das outras (YUWONO e
INDRAYANTO, 2005). A seletividade inclui a capacidade de separar o analito de
produtos de degradacéo, metabdlitos e medicamentos co-administrados contidos na
amostra (BRESSOLLE; BROMET-PETIT e AUDRAN, 1996) .

A seletividade do método é demonstrada a partir da comparagcédo de uma
amostra em auséncia do analito (branco) e outra amostra fortificada contendo a
concentragdo de 0,26 mg.L"' de FMOC-glifosato e FMOC-AMPA. Na Figura 6B é
possivel observar a ocorréncia de dois picos que n&do 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).
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Figura 6: A) o cromatograma corresponde a amostra padrédo com auséncia do analito; B) o
cromatograma corresponde a uma amostra padrédo contendo a concentragéo de 0,26 mg.L™" de
FMOC-glifosato e FMOC-AMPA.

3.3.3 LIMITE DE DETECGAO E QUANTIFICAGAO

Os limites de detecgdo (LD) e limites de quantificagcdo (LQ) do método
desenvolvido para determinar FMOC-glifosato e FMOC-AMPA em amostras de

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

Parametros
Matriz Analito LD LQ
(mg.L™) (mg.L™")
i FMOC-glifosato 0,007 0,035
Agua
FMOC-AMPA 0,006 0,019

Conforme demonstrado na Tabela 7, o LD e o LQ do método analitico
desenvolvido neste estudo, para determinar FMOC-glifosato e FMOC-AMPA em
amostras de ambientais de agua, correspondem as expectativas de atender os
valores maximos permitidos tanto da portaria de consolidacdo do Ministério da
Saude, n.° 05/2017, que é de 500 pg.L" (0,5 mg.L™") para glifosato e AMPA, quanto
da resolugdo CONAMA 357/2005 que é de 65 ug.L" (0,065 mg.L”") e 280 ug.L™’
(0,28 mg.L") para glifosato. Garba et al. (2018) alcangaram o LD e o LQ para
FMOC-glifosato de 0,024 mg.L" e 0,083 mg.L" e para FMOC-AMPA de 0,076 mg.L"

e 0,247 mg.L", respectivamente, em amostras de agua utilizando HPLC-DAD.
3.3.4 PRECISAO E EXATIDAO

Os percentuais de recuperacgéao e de desvio padrao relativo (RSD) do método
desenvolvido para determinar FMOC-glifosato e FMOC-AMPA em amostras de

agua sao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: % de recuperacao e % de RSD para glifosato e AMPA em amostras de

agua.
Parametros
Matriz Analito Recuperagio RSD
(%) (%)
] FMOC-glifosato 93,55 - 103,94 0,041 - 0,67
Agua
FMOC-AMPA 96,67 - 103,28 0,17 - 0,41

Uma excelente precisdo pode ser determinada através do valor de RSD
proximo a zero, e a exatidao é a proximidade dos valores da concentracéo fornecida
pelo ensaio analitico, ela é atingida quando os valores de recuperagao ficam em
torno dos 100% (PERIS-VICENTE; ESTEVE-ROMERO e CARDA-BROCH, 2015).
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Portanto, os valores de recuperacdo e RSD alcangados a partir deste estudo

(Tabela 8) demonstram a precisdo e exatiddo do método desenvolvido.

3.4 ANALISE DAS AMOSTRAS AMBIENTAIS

Os resultados obtidos na andlise de amostras ambientais de agua, apods a

aplicacdo do método desenvolvido neste estudo constam na Tabela 9.

Tabela 9: Determinacao de glifosato e AMPA em amostras ambientais de agua.
Analito

Amostra de Agua
FMOC-glifosato FMOC-AMPA

Amostra Ambiental 1 0,078 mg.L™ <L/D
Amostra Ambiental 2 <LD <L/D

Na amostra ambiental de agua 1 foi possivel detectar e quantificar a
presenca de glifosato (Figura 7) em concentragdo equivalente a 0,078 mg.L™" (78
ug.L™") . Segundo a resolugdo CONAMA 357/2005 para aguas doces de classe um,
o valor maximo permitido para residuos de glifosato nesses ambientes é de 0,065

mg.L" (65 pg.L"), ou seja, o valor determinado neste ambiente excede o valor

permitido.
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Figura 7: Cromatograma indicando a presenca de glifosato na amostra ambiental de agua 1. Estéo
sobrepostos 0s cromatogramas correspondentes a amostra padrao de glifosato derivatizada com
FMOC-CI (em azul) e a amostra ambiental de agua também derivatizada com FMOC-CI (em
vermelho).

A resolucdo CONAMA 357/2005 para aguas doces de Classe | define que
essas aguas que podem ser destinadas ao abastecimento para consumo humano,
apo6s tratamento simplificado, a protecdo das comunidades aquaticas, a recreacao
de contato primario (natagdo, esqui aquatico e mergulho), a irrigagao de hortaligcas

que sao consumidas cruas e de frutas que se desenvolvam rentes ao solo e que
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sejam ingeridas cruas sem remocado de pelicula e a protegdo das comunidades
aquaticas em Terras Indigenas (BRASIL, 2005). Infelizmente usuarios e
ecossistemas dependentes da agua desse ambiente, podem sofrer consequéncias
pela exposicdo ao glifosato, principalmente em concentragdes acima do permitido
pela legislagao.

A presenca de glifosato neste ambiente pode ser decorrente da atividade
agricola intensiva ali desenvolvida. A maioria das pesquisas de residuos de glifosato
em amostras ambientais de agua tém se concentrado em areas agricolas (VAN
STEMPVOORT et al.,, 2014). Van Stempvoort et al. (2016), demonstraram a
ocorréncia de niveis de glifosato e AMPA em aguas subterraneas rasas e
superficiais em uma bacia hidrografica rural do Canada, com predominancia de
atividade agricola, embora esses niveis estivessem abaixo do permitido pelas
diretrizes canadenses, eles puderam demonstrar que o glifosato e seu produto de
degradacdo, AMPA, persistem por tempo suficiente no ambiente para serem
transportados através da zona de solo insaturado e acabarem em &aguas
subterraneas. Outros estudos também constataram a presencga de glifosato e AMPA
em amostras ambientais de agua (REYNOSO et al.,2020; STRUGER; VAN
STEMPVOORT e BROWN, 2015; APARICIO et al., 2013)
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo desenvolvido ao longo deste periodo permitiu o incremento de
novas técnicas analiticas ao repertério tdo vasto e precioso da Quimica do Instituto
Federal Sul Rio Grandense - Campus Pelotas. Permitiu aos analistas envolvidos a
aquisicao de conhecimentos inovadores, que irdo contribuir para a trajetoria 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 publicagdo de um excelente artigo cientifico. Somado a isso,
ainda como fruto deste estudo, submetemos outro artigo cientifico sobre os
"Desafios metodologicos na analise de Glifosato e AMPA em amostras ambientais™,
e um mais a ser submetido, sobre o "Otimizagdo de metodologia analitica para a
determinacdo de glifosato e ampa em amostras ambientais de agua, derivatizadas
com FMOC-CI, utilizando HPLC-DAD".

Além desta producao incluida nesta dissertagao, destaco artigo (no prelo) em
colaboragéo com o Bi6logo da FEPAM e aluno do PPGECA Leandro Campelo, onde
foi possivel utilizar a técnica desenvolvida de forma pratica, sendo detectado
glifosato em amostras ambientais na Reserva Ambiental do Mato Grande. Outra
producao técnica foi a criagdo de um banco de espectros de FMOC-CI,
FMOC-Glifosato e FMOC-AMPA que podera ser acessado e compartilhado por
demais pesquisadores que desejarem replicar o método desenvolvido neste
trabalho, auxiliando a identificagdo de cada composto. Este trabalho contribuiu
também para o desenvolvimento de métodos que estdo além da analise de
glifosato. As técnicas de derivatizagdao, 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 analise de
acucares redutores em extratos de plantas por HPLC/DAD (em andamento),
utilizando técnica similar. As descobertas acerca deste estudo, deixam um legado
para o Campus Pelotas, que podera ser desfrutado por toda a comunidade

académica.
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6. ANEXOS
6.1 NORMAS DA REVISTA DO ARTIGO SUBMETIDO
Artigo N° 2, Vide Secao 4.2, Pagina 33
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Orgéio oficial de informag&a técnica da ABES - Rio de Janeiro — Brasil janeiro 2016

Regulamento para apresentac¢ao de contribuigdes

1. Objetivo
O presente regulamento objetiva uniformizar a apresentagdc das confribuigdes a serem encaminhadas para
publicagio na Revista Engenharia Sanitaria e Ambiental.

2. Formas de confribuicdo
2.1. As formas de contribuigio sSo:

Artigo Técnico

Mota Técnica
» Revisio da Literatura

Discussio de Mota Técnica, Arigo Técnico ou RevisSo da Literatura
2.2 Artigo Técnico & uma exposicio completa e original, totalmente documentada e interpretada, de um trabalho
de relevancia.
2.3. Mota Técnica & um trabalho sumario podendo corresponder a:

artigo com resultados ainda parciais

consideragdes sobre aspectos pouco abrangentes da area

desenvolvimenio de consideragies técnicas relativas a algum aspecio da Engenharia Sanitaria e Ambiental
» alguma outra abordagem sumaria pertinente, a juizo dos Editores.
24. Revisdo da Literatura comesponde a um artigo, no qual & levantado o estado da are de algum tema
relevante e inovador, na area de Engenharia Sanitaria e Ambiental, cuja abordagem deve ser suficientements
critica & capaz de identificar avancos, lacunas e desafios cientifices, & luz da literatura nacional & intemacicnal.
Trabalhos de revisdo sistematica e meta-analise podem ser incluidos nessa categoria de artigo.
25. Discuss3o0 & uma avaliagio critica ou ampliagio do conteddo de uma MNota Técnica, Artigo Técnico ou
Revisio da Lieratura publicado na Revista. As discussies ser3o publicadas, sempre que possivel,
conjuntamente com a resposta dofs) autor(es). A Revista tem como linha editorial o incentive & publicagio de
artigos de discussao.
2.8. Mao serdo aceftos relatdorios, tradugies e nem artiges ja publicados ou submetidos & publicagiio em outros
veiculos, ou que impliguem em promogdo comercial de determinada marca, produto ou empresa.

3. Encaminhamento das contribuiges

31. A inscrigido das contribuigbes sera feila pelo sistema da  SCielo, através do  link
hitpuisubmission. scielo.brfindex.phpfesafindex. Nao serde aceitas inscrigbes de artigos por fax, e-mail ou comeio.
3.2 O primeiro passo para © acesso ao sistema e o Cadastro, bastando clicar em “Cadastrar-se” no link no canto
superior direito. A partir dai, clicar em “Engenharia Sanitaria e Ambiental”, que fara a vinculagio do cadastro junto
& Revista.

3.3. Feito isso, o proprio sistema mostrara, passo a passo, como submeter a sua contribuigSo.
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3.4. Realizada a submiss3o, o autor recebera um e-mail acusando o recebimento da mesma. E a partir do codigo
dado pele proprie sistema que o autor podera acompanhar o processo de avaliagdo do seu trabalho.

3.5. A Revista Engenharia Sanitaria e Ambiental cobra taxa de submissao no valor de: R$ 100,00.

A taxa destina-se a ndo sdcios da ABES. Caso o autor principal seja sdcio, enviar e-mail para gsg@abes-
dogrg br informando nimero de matricula ABES para isentar-se da taxa. Observagdo: A taxa de submissdo nao
sera restituida caso o manuscrito seja recusado, e o pagamenio da taxa ndo garante o aceite do artigo, que
passara normalmente pelo processo de avaliagio. Associe-se 4 ABES: hitp//socio.abes-dn.org.br!

3.8. Qualguer divida, favor enviar e-mail para esa@abes-dn.org.br.

4. Formato das contribuigtes
4.1. As contribuigdes devem ser preparadas pelos sutores no formato “.doc” aberto para edicdo usando o recurso
de numeragio de linhas do Microsoft  Word (Arquive — Configurar pagina — Layout — MNimeros de linha —
Mumerar linhas — Continua — OK — OK).
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4.2 As contribuigtes devem ser enviadas no formato " doc” pelo Sistema de Envie de Artigos. Todos os demais
formatos de arquivos, inclusive os compactados, serdo blogueados.

4.3. Apds o processo avaliative, as contribuigies aprovadas para publicagio deverdo soffer comegies e ser
enviadas em sua vers3o final para diagramacSo.

4_3. Os frabalhos submetidos devemn estar de acordo com as normas da ABNT/MBR. 14724:2011- Trabalhos
Académicos

4 4. Poderdo ser incluidos figuras, graficos e llustragdes, desde que o tamanho do arquive ndo ulfrapasse 10MB.
4.5, O texto integral do artigo ndo podera exceder 20 (vinte) paginas para Artigo Técnico e Revis3o da Literatura
e 8 [oito) paginas para Nota Tecnica e Discussao, atendendo ao formato estabelecido nes itens a seguir.

4.8. O Artigo Técnico e a Mota Técnica  deverdo seguir a seguinte sequéncia de apresentacio:
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» Thulo do artigo em portugués (até 200 caracteres) e em inglés

Resumo em portugués e em inglés, de 100 a 250 palavras (conforme NER 14724).

Palavras-chave em portugués & em inglés
= Titulo resumido do artige em portugués (até 60 caracteres) para o cabegalho

Texto do arlige (sem divisdo em colunas)

Referéncias
=  Anexos (se houver)

i. Agradecimentos, se houver, deverdo ser incluidos somente na versdo final do artigo aprovado para
publicagio.
0 Mome dofs) autorjes), Cumiculo resumido{s) dofs) autor{es), endereco para comespondéncia
(profissional) devemn constar somente nos metadados do Sistema Scielo, preenchidos no momenio de
cadastro. IMPORTANTE: ndo colocar estas informagies no envio da confribuigéo original.
47. O texto devera ser formatado para um tamanho de pagina A-4, margens 3 om para esquerda e superior, e 2
cm inferior e direita (conforme MBR 14724). As paginas deverdo ser devidamente numeradas. Dewve ser
empregada fonte Times Mew Roman, corpo 12, exceto no titulo que devera ter corpo 16. O espagamento entre
as linhas devera ser 1,5.
4.8. O corpo do artige deve ser organizado segundo um encadeamento lagico, contendo subfitulos “Introdugso”,
“Metodologia®, “Resultades”, “Discuss3o”, (ou "Resultados & Discussao™), “Conclusies™ & "Referéncias™. MNa
redagio ndo deve ser empregada a primeira pessoa e o estilo a ser adotado deve ser objetivo e sobrio,
compativel com o recomendavel para um texto cientifico.
4.10. Devera ser evitada a subdivisdo do texto em um grande ndmero de subtitules ou itens, admitindo-se um
maximo de cabegalhos de terceira ordem.
4.11. O conteddo do trabalho deve ser submetido a critericsa revisio ortografica.
4.12. Termos grafados em itilico ou negrito poderSo ser utilizados no conpo do artigo.
4.13. As discussbes deverSo ser submetidas mo maximo até & (seis) meses apos a publicagio do Artigo,
MotaTecnica ou Revis3o da Literatura.
4.14. Somente serdo aceitos trabalhos em portugués Brasil.

5. Figuras e ilustragbes
As figuras e ilusiragies devem observar os seguintes. critérios:
5.1. Os arquivos das figuras e llustragdes, sem bordas ao redor, devem ser inseridas no arquivo do texto, de
maneira que possam ser editados por meio do M5 Word for Windows.
52 Os textos e legendas nao devem ficar muito pequenos ou muito grandes em relagao a figura.
5.3. As figuras devem ser intercaladas nos locais apropriados e apresentar um titulo.
54. A inclusdo de fotografias ndo & aconselhawel, porém, se os autores julgarem que s3o importantes para
esclarecer aspecios relevanies do artigo, deverdo ser inseridas em resolugdo minima de 300 dpi.
55 Todos os graficos, desenhos, figuras e folografias devem ser denominados “Figura™, & numerados
sequencialments em algarismos arabicos. Toda figura deve ser mencionada no texto.
58 O nimero e tiulo da Figura devem ser colocados centralizados, imediatamente ababoo da figura. O tiulo
deve ser clam e autoexplicativo.
5.7. As paginas intemnas da Revista sdo0 impressas em uma s¢ cor, ndo sendo permitida, pertanto, a adogio de
cores na diferenciacio das variaveis nos graficos e diagramas.

6. Quadros e tabelas
0= quadros e tabelas deverdo atender os seguintes critérios:
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8.1. Os guadros e tabelas devem ser claros e objetives, sem linhas de grade. As unidades comespondentes a
todos os termos usados devemn ser claramente identificadas.

6.2, Todos os quadros ou tabelas devem ser denominados "Quadm”™ ouw "Tabela”, numerados sequencialmente
em algarismos arabicos e mencionados no texto.

6.3. Cada quadro e tabela, além da numeragse, deve possuir um titulo. O nimero e o titulo devem ser colocados
centralizados, imediatamente acima do quadro ou tabela. O tiulo deve ser claro e autoexplicativo.

6.4. Um gquadro e uma tabela ndo poderdo ser maiores do que uma folha A-4.

6.5. Quadros e tabelas devem aparecer, preferencialmente, intercalados mos locais apropriados do texto, a
critério do autor.

6.0. As paginas intemas da Revista s8o impressas em uma so cor, ndo sendo permitida, portanto, a adogio de
cores na diferenciagio das variaveis nos quadros e tabelas.

7. Equacoes
As equacies podem ser editadas pela equipe responsavel pela diagramacdo. Portanto, os seguintes critérios
devem ser satisfeitos:
T.1. As equaghes devemn ser claras e legiveis, e escritas com a mesma fonte do corpo do texto, sem a uliizagio
de italico cu negrito.
T2 As equaghes e formulas devemn ser denominadas “Equagic” e numeradas sequencialmente em algarismos
arabicos. A numeragio & direita da equagdo deve ser enfre parénteses. Todas as equagies devem ser
mencionadas no texto.
7.3. Todos os simbolos usados devem ser definidos imediatamente apds a equagdo (caso ndc tenham sido
definidos anteriormente), incluindo as suas unidades ou dimensdes.

8. Unidades
B.1. Todas as unidades mencionadas no texto, tabelas, quadros e figuras devem ser expressas de acordo com o
Sistema Intermacional de Unidades (Sl).
82 Deve-se evitar o use da bama de fragio na expressio das unidades. Exemplo: Ao inves de mgll ou m¥s,
deve-se utilizar mg.L-" e m¥s .

9. Referéncias
As referéncias citadas no texio e listadas ao final do artigo deverdo estar de acordo com a noma MBR
B023/2002. A titulo de esclarecimentio s30 apresentadas algumas diretrizes:

9.1, As referéncias citadas no texto devem conter o socbrenome do(s) autor(es), em caixa alta, seguidos pelo ano

da publicagio, chservando-se os seguintes critérios:

8.1.1. Quando houver mais de um trabalho, as citagdes devem ser em ordem alfabatica.

9.1.2. Trabalhos com mais de trés autores devem ser referenciados ao primeiro aufor, seguido por “ef al” (em

italico & com ponto).

8.1.3. Quando houver mais de uma publicagio do mesmo autor, no mesmo ano, o ano da publicacio deve ser

seguido dos componentes "a, b, ¢.._", em ordem alfabética.

Exemplos: ... estudos efetuados por Silva (1884a, 1994b) e por Machado ef al. (1985a) revelaram...; ... estudos

recentes (SOUZA, 1803; SILVA, WILSON e OLIVEIRA, 1884; MACHADO ef al, 1885b) revelaram. ..

8.2 Ap final do trabalho devera ser apresentada uma lista de todas as referéncias citadas no texto, de acordo

com o5 seguintes critérios, entre outros:

9.21. As referéncias devemn ser relacionadas em ordem alfabética, de acordo com o sobrenome do primeino
4 Engenharla Sanitana e Amidental
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autor.

9.2.2. Devem ser referenciados todos os autores (independentements do numero de autores) pelo scbrenome
seguido pelas iniciais de cada autor, separados por virgulas.

Exemplo: SMITH, P_J.; WATSON, LRLM.; GREEN, C.M_..

08.2.3. O titulo do periddico referenciado devera ser apresentado em italico. As indicagies de volume, nimero e
pagina deverao ser identificados pela letra imicial ("v", "n"ou "p"), seguida de ponto. Mao devem ser utilizadas
aspas antes e depois do titule do trabalho.

Exemplo: JEWELL, W.J.; NELSON, Y.M.; WILSOM, M.5. Methanotrophic bacteria for nuirient removal from
wastewater: attached film systems. Water Environment Research, v. B4, n. 8, 1982, p. 755-85.

8.2.4. 0 titulo do livro deve ser apresentado em italico. Devem ser incluidos a edigio, o local, a editora, o ndmero
de paginas & a data.

Exemplo: FRAMCA, J.L.: VASCONCELOS AC. Manual para Nur.mah'zaga'n de Pl.ﬂﬁcagﬁes Tecnico-Cientificas. 8
ed. Belo Horzonte: Ed. UFMG, 2007, 255 p.

825 Em capitulos de livros e trabalhos de congressos, a obra principal (Gitulo do fivio ou denominagio do
congresso) & referenciada em italico & vem precedida da express3o “In".

Exemplos: Anais - CAIXINHAS, R.D. Avaliacdo do impacto ambiental de empreendimentos hidro-agricolas. In:
Simpaszio Luso-Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental, 5 Anaiz... Lisboa APRH, 1802, p. 203-11.
Capituls de Livro - KUKOR, J.J; OLSEN, R.H.; WES, K. Diversity of toluene degradation following exposure io
BTEX in situ. In: KAMELY, D.; CHAKABARTY, A.; OLSEN. R.H. (Eds.) Biofechnology amd Biodegradation.
Parifolio Publishing Company, The Woodlands, E.UA. 1983, p. 405-421.

10. Julgamento
10.1. Apds avaliagSo prévia realizada pelos Editores da Revista, se considerado pertinente, copias da
contribuigio, sem identificagio dos autores, serdo enviadas a pelo menos dois avaliadores, especialistas da area,
indicados pelos Editores.
10.2. Em qualguer etapa de julgamento do trabalho, serdo levados em consideragdo a obediéncia &s disposigies
regulamentares, o relacicnamento do tema & Engenharia Sanitaria e Ambiental, adequagio do titule, do resumo
e das palavras-chave, existéncia de encadeamento logico, ineditismo e qualidade da contribuigao.
10.3. Ma analise dos editores e dos avaliadores a confribuicio serd classificada segundo uma das seguintes
categorias:

Aceito
» Revisbes requeridas

Rejeitar

11. Comunicacio aos autores
O aufor principal serd comunicado do resultado da avaliagSc e no caso de arigos recusados, receberSo as
devidas justificativas.

12. Nimero de autores
O nimero de autores pemmitido para cada submiss3o & de até cinco. Casos excepcionais enviar email para
esafabes-dn.org.br para consulta.
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13. Responsabilidades e direitos
O conteddo dos artigos & de responsabilidade exclusiva do(s) autor(es), que declaram se responsabilizar por
qualquer reclamagdc de terceiros quanto a conflites envolvendo direitos autorais, assumindo e isentando a
ESAJABES de qualquer pendéncia envolvendo suas publicagies. Os autores gue encaminharem seus artigos
cedem 3 ESA/ABES os respectivos direitos de reprodugdo efou publicagdo. Os casos omissos serSo resolvidos
pelos editores do periddico.
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7. APENDICES

Tabela Auxiliar: Limites de Detecgéo e de Quantificagao utilizando trés métodos
diferentes (S/N, dados da curva analitica, analise de regressao)

PARAMETROS METODOLOGIA
Analit DE VALIDACAO
nalito (mg.L™") S/N Curva Regresséo
LD 0,007 0,055 0,047
FMOC-Glifosato
LQ 0,035 0,166 0,013
LD 0,006 0,014 0,013
FMOC-AMPA
LQ 0,019 0,04 0,040
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