MINISTERIO DA EDUCAGAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
Il CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGIA
— DEPARTAMENTO DE QUIMICA

CURSO DE POSGRADUAGAO - NIVEL : MESTRADO

ToOMAZ ALVES DE SOUZA

AVALIACAO DE METODOLOGIA ANALITICA DE
GLIFOSATO EM SOLO POR CG-EM

Campo Grande—-MS
2004



MINISTERIO DA EDUCAGAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
__{Iiir__ CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGIA
— DEPARTAMENTO DE QUIMICA
CURSO DE POSGRADUACAO -NIVEL : MESTRADO

ToOMAZ ALVES DE SOUZA

AVALIACAO DE METODOLOGIA ANALITICA DE
GLIFOSATO EM SOLO POR CG-EM

Dissertacdo apresentada como um dos
requisitos para obtencdo do grau de Mestre
em Quimica, junto ao Departamento de
Quimica do Centro de Ciéncias Exatas e
Tecnologia da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, sob orientacdo da
Professora Doutora Marcia Helena de Rizzo
da Matta.

Campo Grande—-MS
2004



MINISTERIO DA EDUCAGAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
Il CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGIA
— DEPARTAMENTO DE QUIMICA

CURSO DE POSGRADUAGAO - NIVEL : MESTRADO

TERMO DE DEFESA DE DISSERTAQAO
de
TOMAZ ALVES DE SOUZA

“AVALIACAO DE METODOLOGIA ANALITICA DE
GLIFOSATO EM SOLO POR CG-EM”

Dissertacdo de Mestrado submetida a Comissdo Eadovia designada pelo Colegiado do
Curso de POs-Graduacdo — Nivel de Mestrado em @ajndia Fundacdo Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, como parte dos sigglinecessarios para a obtencdo do

grau de Mestre em Quimica — Area de Concentrag&imoFQuimica.

Aprovada por:

Prof'. Dr?. Marcia Helena de Rizzo da Matta

Prof. Dr?. Maria do Carmo Ruaro Peralba

Prof. Dr. Hondério Roberto dos Santos

Campo Grande—-MS
2004



Dedico este trabalho a todas as pessoas que
me ajudaram em todos 0S meus momentos,
minha M&e, amigos e professores, que sempre

confiaram em mim.



Agradecimentos

Agradeco primeiramente Beus, que tem estado ao meu lado todos os
dias.

A minha Mae, que fez de tudo para que eu pudesse me formar.

A minha queridaProfessora Doutora Marcia Helena de Rizzo da
Matta, que sempre me ajudou, orientou e repreendeu, seamn 0 nobre
objetivo de fazer de minha pessoa algo melhor.

Aos Professoresdo Departamento de Quimjcpelo conhecimento
doado, compreendendo minhas falhas.

Ao meu amigo Emérson Montagner, que me ajudou em todos o0s
momentos deste trabalho.

Ao Leonardo, pelo auxilio a todo momento nas analises
cromatograficas.

Ao Nico, pelo apoio ao manuseio e desenvolvimento de varari

A dona Leozina , Celestino, Maria Otavia e Luis funcionarios
administrativos desta instituic@elo carinho e amizade.

Aos meus amigosAdley, Diego, Gisele, Jodo, Osmar, Eduardo,
Magno, Hebert, ........ pela ajuda e amizade.

A todas as pessoasue contribuiram nestes dois anos, para que eu

pudesse concluir este trabalho.

Obrigado!



O homem tem direito
fundamental a liberdade, a
igualdade e ao desfrute de

condicoes adequadas,

em um meio ambiente de
qualidade tal que lhe permita
levar vida digna e gozar

de bem-estar.

Ele é portador solene da
obrigacao de proteger e
melhorar o meio ambiente para

geragoes presentes e futuras.

Declaragéo sobre o Meio Ambiente, ONU, Estocolmo412)



Resumo

A soja € um dos produtos de maior destaque na &qgadar brasileira e atualmente a
soja Roundupready estd presente em nossa alimentacdo, apesar daevéosias em
relacdo a esta questdo. Tanto a soja comum comamsgénica utilizam o glifosato para
controlar as plantas indesejaveis e também age dessecante. Métodos para determinar
glifosato e seu maior metabdlito (AMPA - &acido aametil fosfébnico) em diferentes
niveis tém sido descritos hd anos. Entretanto,&sdns ndo séo suficientemente sensiveis
com os equipamentos frequentemente utilizados.eNesttido, foi testado em solo uma
metodologia sensivel e seletiva para determinagiglitbsato e AMPA sendo que estas
moléculas permanecem inalteradas dentro do grano@as analitos sdo sollveis em agua
e insoliveis em solventes organicos comuns, o roétddiza uma derivatizacdo do
glifosato e AMPA para gerar um produto suscetiveladélise por cromatografia gasosa.
Os resultados obtidos evidenciaram eficicia da doédgia testada, porém com algumas
modificacbes na purificacdo dos extratos que apamm o método. Com o equipamento e
condicdes analiticas obteve-se o LOD de 10 ppb & ld@ 30 ppb para o glifosato e
AMPA, respectivamente. Recuperacdes obtidas sitteama faixa de 60,88 a 92,24% para
glifosato e de 67,87 a 110,46% para AMPA.

Mecanismo para a derivatizacéo de glifosato e AMB@ propostos e estudos sobre
a estabilidade dos produtos de derivatizagdo demammgue suas analises cromatograficas
devem ser realizadas preferencialmente entre 208 ehddas apds o0 processo de
derivatizacéo, respeitando igual tempo para o edaldo da curva de calibracao.

Palavras-chave: Solo, glifosato, cromatografia gasderivatizacao



Summary

The soy is one of the products of bigger promineincthe Brazilian market and
currently the Roundup ready soy is present in e@dihg, despite the controversies in
relation to the this question. As much the commmnas the transgenic uses the glyphosate
to control the weeds and also it acts as desicéagthods to determine glyphosate and its
metabolite greater (AMPA - phosphonic aminomettoytlpin different matrices have been
described have years. However, the methods arenmigh sensible with the equipment
frequently used. In this study, we test in grounskasible and selective methodology for
determination of glyphosate and AMPA being thatséhenolecules remain unchanged
inside of the grain. As the analites they are delubwater and insoluble in solvent organic
common, the method uses a derivatization of glypteosand AMPA to generate a
susceptible product of analysis for gaseous chrognaphy. The gotten results had
evidenced effectiveness of the tested methodoloawever with some modifications in the
cleaning of the extracts that had improved the pwethVith the equipment and analytical
conditions we got the 10 LOD of 30 ppb and LOQ pbpor glyphosate and AMPA,
respectively. Gotten recoveries place in the ban@0087 at 92.24% for glyphosate and
67,87 at 110.46% for AMPA.

Mechanism for the derivatization of glyphosate akldPA are considered and
studies on the stability of the derivatization pro$ demonstrate that its chromatographic
analyses must preferential be carried through beEtw0 and 28 hours after the

derivatization process, respecting equal timelferdlaboration of the calibration curve.

Key-words: Soil; glyphosate, gas chromatographyivdézation
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AVALIACAO DE METODOLOGIA ANALITICA DE GLIFOSATO EM SOLO POR CG-EM Introducao

1 | NTRODUCAO

1.1 Poluicdo ambiental

Segundo FELLEMBERG, (1980) a idéia de poluicdo amial abrange uma série de
aspectos, que vao desde a contaminacdo do ar,gdas & do solo, a desfiguracdo da
paisagem, erosdo dos monumentos e constru¢cdescatdaminacdo da carne de aves com
hormdnios. Na busca das causas da poluicdo ambidepmra-se com dois fatores basicos.
Um deles estéa arraigado a tendéncia do homem animagdo. Como nenhum outro ser vivo,
consegue o homem transformar as matérias primagmgantra de modo a torna-las Uteis
para si, seja como ferramentas ou maquinas ou artefato de lazer e objeto de arte.
Durante a confeccdo de todos estes artigos, foregaquantidades aprecidveis de residuos
inGteis, que com o tempo acabam por comprometembiemte. A segunda causa do
comprometimento do meio ambiente reside no contdwroento da populagdo humana, que
forca uma crescente producdo de alimentos. Commea de terras cultivaveis ndo pode
crescer no mesmo ritmo que a populacdo, o necessamento de producdo sé pode ser
atingido mediante uma intensificagdo da agriculnea areas ja disponiveis. No campo da
agricultura fala-se freqlentemente numa agricultinatural’, isto é, isenta do uso do
emprego de fertilizantes quimicos e agrotoxicos.u8eplano de projeto destes fossem
execultados com certeza ocorreria esperar uma dedig até 50% nas colheitas. Com isso
teriamos um agravamento no problema da fome, cuerdga propor¢des nunca antes vistas.

O fato é que esse modelo, implantado no pais desdiecada de 70, tende a se
desgastar rapidamente frente as exigéncias gldbaisna producdo agricola com tecnologia
mais “limpas”. Nesse contexto, a questdao ambigaaha espacos com tendéncias, cada vez
maiores, de exigéncias em relacdo a sustentalslidad sistemas de producdo. Entre tais
exigéncias estariam a adocdo de produtos/técnieadpaikissimo impacto negativo no
ambiente, observando as particularidades de cgdoréGOMES, 2002).

O comportamento dos agrotoxicos no solo pode flaemciado por fatores tais como:
adsorcao, movimento e decomposicdao. A adsorcaoeimfia diretamente a magnitude do
efeito de outros fatores como biodegradabilidadeadomulagdo e outros (VIEIRA al.,
1999). O movimento dos agrotéxicos no solo poderrecopor lixiviagdo, escoamento
superficial e volatilizacdo. As informacdes sobremavimento de agrotoxicos sdo Uteis para
se fazer uma previsdo da sua eficacia quimicag€sdéxicos estao sujeitos as interacdes que
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AVALIACAO DE METODOLOGIA ANALITICA DE GLIFOSATO EM SOLO POR CG-EM Introducao

interferem na sua bioatividade, biodegradacéo eiliatbe no ambiente. A natureza destas
interacbes depende da composi¢ao do solo.

Segundo a ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE (OMS) (1994ppud
AMARANTE JUNIOR et al. (2002a), o glifosato tende a ser inativo em dontam solo,
desde que seja adsorvido por este. O mecanismoé nateiramente compreendido. No
entanto, supdem-se ligacdes similares as do fosfatganico. A competicdo com fosfato
inorganico tem sido demonstrada em laboratério nd@stem sido medido no campo. ions
especificos (F&, Fe* e Al"®) complexam-se com glifosato e os complexos de Inceta
acidos humicos em solo podem ser um mecanismaaeailh deste as particulas do solo. O
composto livre no solo é degradado rapidamenteéaiddi de carbono pela atividade
microbiana, enquanto que o glifosato adsorvido gratkado mais lentamente, ou nédo

degradado, persistindo inativo durante anos. Oid¢idebtem sido relacionado a inibicdo da

fixagcdo anaerdbica de nitrogénio no solo.

1.2 Os agrotoxicos

Dentre os produtos agricolas utilizados pelo prduiral, os agrotdxicos destacam-
se como um dos mais consumidos.
Com a aprovacgao da Lei Federal n.° 7.802, de Jullie de 1989, regulamentada pelo
Decreto Lei n°® 98.816, no artigo 2, inciso Il, orie agrotoxico € definido como:
Os produtos e componentes de processos fisicospiopsi ou
biolégicos destinados ao uso nos setores de pioducg
armazenamento e beneficiamento de produtos aggjcotas
pastagens, na protecéo de florestas nativas oamaaas e de outros
ecossistemas e também de ambiente urbanos, hidricodustriais,
cuja finalidade seja alterar a composicéo da fioraa fauna, afim de
preserva-la da acdo danosa de seres vivos cordidenacivos, bem
como substancias e produtos empregados como dadiedh
dessecantes, estimuladores e inibidores do cresmm@RASIL,
1989).
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YOKOMIZO et al. (1985) utilizam as seguintes definicdes reladiasaa agrotoxicos:

a) Agrotodxicos sao substancias ou misturas dd&uodias usadas para a prevencao ou
controle de qualquer praga, incluindo-se todasubstadncias empregadas como reguladoras
de crescimento de plantas, desfolhantes ou dessscan

b) Residuos de agrotoxicos sdo todas as substancg@salimentos humanos ou
animais, resultantes do uso de agrotéxicos, indbise todos os derivados, tais como:
produtos de degradacéo e conversdo, metabdlitosdeitps de reagdo que sao considerados
de significancia toxicologica.

c) Boas préticas agricolas no uso de agrotoxicdmedse como sendo 0 uso
recomendado e autorizado oficialmente de agrotéxisob condicbes praticas em qualquer
estagio de producdo, armazenamento, transportebdigdo e processamento de alimentos,
levando em consideracdo as quantidades minimasss@@s para alcancar o controle
adequado, aplicado de maneira a deixar um minimesiduos pratico e que seja aceitavel
toxicologicamente.

d) Limite méximo de residuos € a concentracdo me&xdm residuos de agrotoxicos
recomendado pel@ODEX ALIMENTARIUS 6rgao da FAO (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION-EUA) para ser permitido legalmente no alimento. A cotvegéo €
expressa em ppm (mg de residuo/kg da amostra) (EGQ@3).

e) Limite maximo, designado como tolerancia, € agaara controlar os residuos de
agrotoxicos resultantes do uso aprovado de agoat®xsobre os alimentos considerados.

f) Limite méaximo, designado como “limite préatice desiduo”, € usado para controlar
residuos de agrotéxicos resultantes das circunatAmdo projetadas para proteger 0s
alimentos contra as pragas. O residuo pode serrgidgem qualquer estagio de crescimento,
colheita, armazenamento, distribuicdo ou processena® alimento.

Estas substancias sdo necessariamente substaidess te podem representar um
risco toxicologico. H& uma diferenga entre toxidielee risco toxicolégico. A toxicidade é
inerente ao produto e o risco toxicolégico estadm ao uso inadequado e as condi¢gbes de
exposicao.

A toxicidade dos agrotoxicos e de suas formulagieserciais, segundo LARINI
(1999), é avaliada através dos seguintes parametrosnormas e critérios rigidos, definidos
por organismos oficiais especializados:

o Toxicidade aguda; toxicidade crdnica; neurotoxidelaefeitos carcinogénicos;
efeitos mutangénicos; efeitos teratogénicos; géibae corrosdo ocular; irritacdo e

corrosao cutanea.
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Quadro 01— Volumes recomendados nos estudos de dose Unica

ANIMAL VIA DE ADMININSTRACAO VOLUME
Usual Maximo
Camundongos Oral 0,2 ml/20g 1 ml/ 20g
Dérmica 0,1 ml/20g 0,1 mL/20g
Ratos Oral 1 ml/ 100g 3 ml/100g
Dérmica 0,1 ml/100g 0,1ml/100g

Fonte:Toxicologia dos praguicidas, Larini (1999).

Quadro 02 —Classificacdo toxicolégica dos agrotoxicos (*)

CLASSIFICACAO DL, (via oral) mg/kg DLs, (via dérmica) mg/kg ClLso
Solidos Liquidos Solidos Liquidos (Inalatdria)
()
Classe | “A” Todos os produtos cuja Bk do constituinte ativo for igual ou
Extremamente inferior a 25 mg/kg (via oral) ou 100 mg/kg (dérmica) 0,2 ou menos
Téxico “B” | 100 ou menos| 200 ou menps200 ou menos 400 ou mengs
Faixa vermelha
Classe Il Acima de 100| Acima de 200 Acima de 200| Acima de 400| Acima de 0,2
Altamente téxico até 500 até 2000 até 1000 até 4000 até 2
Classe llI Acima de 500| Acima de | Acima de 1000 Acima de 400Q Acima de 2,0
Medianamente toxico até 2000 | 2000 até 600p até 4000 até 12000 até 20,0
Faixa azul
Classe IV Acima de Acima de Acima de Acima de Acima de
Pouco toxico 2000 6000 4000 12000 20,0
Faixa verde

Fonte: FUNDACENTRO. Prevencdo de acidentestrabalho com agrotdxicos. Seguranca e saade n
trabalho, v.3. S&o Paulo, 1999.

(*) portaria 04/DISAID de 30/04/1980 e Decreto Fedl@.° 98.816 de 11/01/1990

(**) expressa em mg por litro de ar por 1 hora xigosicao

Notas: 1) Ositens B, Il, Il e IV referem-seckicidade de produtos formulados.

2) A colocagio de um agrotoxico ou de uma formulagdama das classes toxicologica ndo depende
de todos os dados estarem na mesma classe. Sentady mais agravante sera aquele utilizado
para a classificacao do produto.

Fonte: Toxicologia dos praguicidas, Larini (1999).

DISSERTACAO DE MESTRADO - DQI/CCET/UFMS - TOMAZ ALVES DE SOUZA



AVALIACAO DE METODOLOGIA ANALITICA DE GLIFOSATO EM SOLO POR CG-EM Introducao

Quadro 03 —Avaliacdo da neurotoxicidade dos agrotéxicos

NIVEIS EFEITOS CARACTERIZA(;AO

1 Sintomas  subjetivosMudancas funcionais temporarias no sistema neryosfaléia,
reversiveis vertigem, etc.)

2 Sintomas  subjetivosMudancas funcionais irreversiveis em nivel do sistenervoso
irreversiveis provocadas por doses elevadas do toxicante.

3 (*) Parametros Mudancas funcionais irreversiveis em parametrogubiicos que
bioquimicos permitem avaliar a Neurotoxicidade: neurotransmesso €

neuromoduladores, seus precursores e metabdlitosnzimas

envolvidos na sintese e metabolizacéo.

4 (**) Alteracdes fisiolégicasAcao neurotdxica evidenciada através de testes aampentais,

e comportamentais | alteracdes psicologicas e através de eletroengefaia.

5 (**) Alteracdes Alteracdo neurotdxica demonstrada através de tespegificos.

neurologicas

6 (**) Alteracdes Efeitos neurotdxicos irreversiveis (morte celudamnopatia, etc.)

morfoldgicas

(*) Somente no homem; (**) No homem e em animais.
Fonte: Toxicologia dos praguicidas, Larini (1999).

Estas caracteristicas agrotoxicos apresentam dmisop de vistas quanto a sua
utilizacdo, os beneficios e os maleficios (YOKOMI&Ql.,1985):
a) Beneficios:

o Protecdo as culturas: reduz, impede ou eliminaserd®lvimento de insetos, de
fungos, plantas, doengas ou qualquer outro organigoe podem reduzir a
producéo da cultura.

o Salde a comunidade: combate a reproducdo de insetwacnideos que, sao
vetores de doencas tais como: dengue, malériafaditeetifo, doenca do sono,
elefantiase e muitos outras cujos vetores prireigéd insetos e aracnideos.

o Econdmico: reduz as perdas de uma cultura e auttamante aumenta o lucro
do produtos podendo se reverter em impostos eib&rsepara a comunidade.

o Estético: melhora o ambiente em vivemos, tornandoais confortavel sem
mosquitos pestilentos, pernilongos, aumentanddar eatético com plantas mais
saudaveis proporcionando uma melhor beleza natural.

o Maleficios:

o Contaminacao dos alimentos: se a criacdo de undgnaiimero de agrotoxicos e
a sua aplicacdo na agricultura trouxeram benefigiggoducdo de alimentos,

5
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introduziram, por outro lado, outro problema aosstunidores, este de natureza
toxicoldgica, resultante da contaminacdo dos alioeenom os seus residuos. A
contaminagao ocorre de diversas formas:
o Na aplicagéo direta nos alimentos;
o Forragens e racGes contaminadas e ingeridas peiogsia, afetando a carne, 0
leite e seus derivados, gorduras, patés, salsiet@s,
o Descarte dos agrotoxicos em rios e mares pelastirai]
o Descarte inadequado das embalagens dos produipadats nas aplicagdes;
O homem, como consumidor final de diversos alimgntdgoxica-se ao se alimentar
de produtos contaminados tantm ‘natura” como processados, e também pode haver
contaminar das crian¢a durante a gestacéo ou degpaisiamentacao (ANVISA, 2002).

1.3 Conceito e classificacdo dos agrotoxicos

Literalmente, o termo defensivos agricolas, pekdiciu agrotdéxico tem o significado
de produto com capacidade de destruir pragas (LARISB9). Por sua vez, o termo praga
aplica-se aos organismos, animais ou vegetaiszeaie reduzir a quantidade ou prejudicar
a qualidade dos alimentos, das sementes, racdesgdas, plantas ornamentais e madeiras,
durante o plantio, producao, colheita, processamearmazenamento, transporte e uso, ou
que podem transmitir doencas ao homem e aos anjdwigsticos, de corte e produtores de
leite). O termo aplica-se também aos organismosimjugam e perturbam a qualidade de
vida do homem ou, ainda, que danificam propriedad®#getos de uso pessoal.

O termo defensivo tem o significado de algo queespara defender ou resistir ao
ataque de um inimigo qualquer. Tem o sentido gegalvalente a um processo preventivo,
ndo explicando o que ou quem estd envolvido noggsmc Um outro termo em uso é o
“agrotéxico” que tem sentido geral para incluir dsdos compostos quimicos usados na
agricultura, excluindo aqueles de uso domissaaitélia pecudria, os utilizados no combate a
parasitas de animais domésticos ou plantas agsi&ioa utilizados na limpeza e manutencao
das areas com linhas de transmissao elétricacevigst

Os agrotéxicos sdo compostos quimicos especiagnmnpregados pelo homem para
destruir, repelir ou mitigar pragas (insetos, &amematédeos, roedores e outras formas de

vida animal, fungos, plantas daninhas terresti@gudticas). Tém também funcdo preventiva
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contra pragas. Além disso,

crescimento de vegetais.

funciona como dessecant ainda como reguladores do

No mercado brasileiro existem iniumeros defensiagsicola. De acordo com o

COMPENDIO DE DEFENSIVOS AGRICOLAS (1999), estes qutos

seguinte comportamento em rela¢do aos seus carsEpgmicos:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

9)
h)
)

)

Acaricidas: combate acaros;

Aficidas: combate pulgdes;

Antibrotantes: regulador de crescimento;

Antievaporantes: 6leo mineral para cobertura ;

Bactericidas: combate bactérias;

Dessecantes: herbicidas;

Espalhantes adesivos: resina de cobertura foliar;
Estimulante hormonio vegetal: regulador de cresgiole
Ferormdnios: modificador bioquimico de comportaroeartiimal;
Formicidas: combate formigas;

Fumigantes: herbicida, formicida e nematicida emsérproduto;
Fungicida: combate fungos;

Herbicidas: combate plantas em geral,

Inseticidas: combate insetos;

Nematicidas: combate nematoides;

Surfactantes: espalhante adesivo.

apresentam o

Para ser realizada a aplicacdo destes produtosessdio que se tenha nogbes de

seguranca na utilizacdo de defensivos agricoladNSKINTO, 2002):

Uso obrigatério de Equipamentos de Protecdo IndalidEPI):

macacao com

mangas compridas, chapéu de aba larga, luva, ldecadys, mascaras, botas e

avental impermeavel.

Precaucdes gerais:

Uso exclusivamente agricola;

Mantenha afastados de criangas e animais;

N&ao coma, ndo beba e ndo fume durante o manuseimdato;
Nao reutilize as embalagens;

N&o desentupa bicos, orificios e tubulacbées coota.b

Precau¢des no manuseio:
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a) Evite contato com os olhos e a pele;

b) Ao abrir a embalagem, faca de forma a evitar rgg@n

c) Apliqgue somente a dose indicada.

o Precaucgdes durante a aplicagéo:

a) nao aplique o produto contra o vento;

b) Use macacdo com mangas compridas, chapéu de gballaras, botas e avental
impermeavel.

o Precaucdes apos a aplicagéo:

a) N&o reutilize as embalagens;
b) Mantenha o restante do produto adequadamentade&m local seguro;
C) Tome banho, troque e lave suas roupas.

o Precaucgdes quanto a protecdo ao meio ambiente:

a) Evite usar equipamentos com vazamentos;

b) N&o aplique o produto em dias com muito vento;

c) Nao lave o equipamento em lagos, riachos ou siesijar

d) Descarte corretamente as embalagens;

e) Em caso de acidentes siga corretamente as inssragdstantes na bula.

o Instrugbes em caso de acidentes:

a) utilizar o EPI,

b) Isolar e sinalizar a &rea contaminada;

c) Emcaso de derrame, estancar o escoamento. Siggsiragdes:

e Piso pavimentado: absorver o produto com terrajaao® outro material
devidamente identificado, armazenar em recipiemtestificados para descarte
adequado. Lavar o local com carbonato de sédieQ3;

e Solo: retirar as camadas de terra contaminad&iatgra solo seco;

e Corpos d'agua: interromper imediatamente o consdmamano e animal e
contactar o centro de emergéncia da empresa fatgjcaisto que as medidas a
serem adotadas depende das propor¢ées do acidastegracteristicas do recurso
hidrico em questéo e da quantidade do produto eideol

Diversos sao 0s processos usados no controle laiap daninhas; de acordo com
HERTWIG (1977) temos:
e Culturais: que podem ser feitos através de aragfiadeacdes, calagens, rotacbes

e competicdes de culturas, época de plantio, etc.
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e Mecanicos: que podem ser manuais ou mecanizados:

a) Manual: arranque ou com o uso de enxadas.

b) Mecanizado: de tragdo animal, utilizando impletos ou cultivadores e de
tracdo motorizada com o uso de implementos ouvedibtres acionados com
motor proprio e pelo trator (cultivador de dentesado, grade, enxada
rotativa).

e Bioldgicos: com o uso de animais, como boi, cameirsetos, etc.
e Fisicos: com o uso de fogo ou inundagdes.

e Quimicos: feito através deerbicidas.

1.4 Os herbicidas

Durante recentes anos 0 uso intensivo de herbi¢cetasaumentado a preocupacéo
ambiental, principalmente devido a sua poluicdosmasdo solo. Os herbicidas, dentre os
agrotoxicos, sdo os produtos mais comercializadoswando inteiro, face a necessidade de
controle de ervas indesejaveis na cultura (ARARZIDY).

Segundo CAMARGO, (1986) os herbicidas sdo compagties aplicados as plantas,
reagem com seus constituintes morfoldégicos ou ferem nos seus sistemas bioquimicos,
promovendo efeitos morfoldgicos ou fisiolégicosgtaus variaveis, podendo levar a morte

parcial ou total.

1.4.1 Classificacdo quimica

Os herbicidas classificam-se em herbicidas inacgare herbicidas organicos.
Herbicidas inorganicos: usados comdib&las de contato, mas hoje em dia sé&o
raros, um destes ainda usado € o sulfamato dei@fu@ssecante e arbusticida).
Herbicidas organicos: sao classificatlscordo com a estrutura fundamental de
suas moléculas, dentro das fungbes quimicas aegtenpem. Assim, estes sdo divididos
em trés classes: herbicidas aciclicos, herbidida®ociclicos e herbicidas heterociclicos.
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Classe | — Herbicidas Aciclicos
Grupos:

1- Haletos;

2- Alcoois;

3- Aldeidos;

4- Acidos alifaticos;

5- Esteres organofosforados;
6- Aminas aciclicas;

7- Uréias.

Classe Il — Herbicidas Homociclicos
Grupos:

1- Fendis;

2- Benzenoaminas;

3- Benzonitrilas;

4- Acidos homociclocarboxilicos;
5- Aminas homociclicas;

6- Eteres de difenil;

7- Ciclocetonas;

8- Oleos minerais.

Classe IIl — Herbicidas Heterociclicos
Grupos:

1- AzOis e derivados;

2- Azinas e derivados;

3- Tiazinas;

4- Azepinas;

5- Ciclonios;

6- Heterobiciclos.

Os herbicidas, segundo a ordem cronoldgica de fagigd no mercado e seu modo de
acdo podem ser classificados segundo a ASSOCIACARWR® DE ANALISTA DE
RESIDUOS DE PESTICICAS (GARP, 1999) em:

e Reguladores de crescimento;

¢ Inibidores de fosforilagao oxidativa,
10
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Inibidores de fotossintese;

Inibidores de mitose;

Inibidores de pontos de crescimento;
Formadores de radicais livres;
Inibidores da sintese de aminoacidos;
Inibidores da sintese de lipidios;

Difeniléteres.

Segundo CAMARGO, (1986) o modo de atuacdo dosidheas podem ser

classificados como:

Herbicidas seletivos: sdo aqueles que quando dphkca conforme as
instrucbes de uso, ndo causam danos a culturapastagem para as quais séo
recomendados.

Herbicidas residuais: sdo aqueles que quando dpscao solo continuam sua
atividade herbicida por um periodo de tempo maisgdy dissipando-se
posteriormente.

Herbicida de contato: sdo aqueles que atuam figdmente nos locais onde
atingiram a planta.

Herbicida seletivo de contato: sdo aqueles quecaisam danos a cultura e séo
fitotoxicos as plantas indesejaveis.

Herbicidas sistémicos ou de translocacao: sdo esjgele, penetrando na cuticula,
atingem o apoplasto-simplasto (sistema xilematiloematico).

Arbusticidas: sado formulacdes herbicidas destinpdes a eliminacdo da arvores e

arbustos.

Os herbicidas também séo classificados quanto aémaplicacéo:

Pré-plantio: a aplicagédo do herbicida é feita adteplantio da cultura.

Pré-plantio incorporado: a aplicacdo do herbicidzté antes do plantio
devido as suas caracteristicas fisico-quimicasve der incorporado ao solo
com grades de disco, enxadas rotativas, etc.

Pré-emergéncia: a aplicacéo é feita antes do apeneto das ervas daninhas.

Pds-emergéncia: a aplicacéo é feita apds o apaetwndas ervas daninhas.

11
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A deriva € o movimento do produto da pulverizacaohdrbicida antes de atingir o
solo ou as plantas. Pode ser reduzida, diminuieda-pressédo do equipamento e evitando

pulverizagdes com ventos fortes.

1.4.2 O uso dos herbicidas

Atualmente, o uso de insumos, sobretudo herbicfdagarte da rotina da maioria dos
sistemas produtivos, apesar das evidéncias de salguoblemas de ordem ambiental
(GOMES, 2002). O brasil é o 4° maior consumidolgmtoxicos utilizadas na agricultura,
no periodo de 1988 e 1998, o aumento da comesgdliz de agrotdxicos foi oito vezes
superior ao da producdo de grdos (SINDICATO NACIQNAA INDUSTRIA DE
DEFENSIVOS AGRICOLAS — SINDAG, 2003).

O consumo de herbicidas no Brasil foi cerca de tiltoneladas de produtos
formulados em 2000 (SPADOTTO, 2002). Expresso eanggade de ingredientes ativos
representa 81 mil toneladas. O consumo dessestprodifiere nas regides do pais, onde se
misturam atividades agricolas intensivas e tradaim

Os herbicidas tém sido usados mais na regido 8843, Centro-Oeste (29,9%) e
Sudeste (22,8%). O consumo de herbicidas na rétpée é muito pouco (2 %), enquanto na
regidao Nordeste (6,3%) 0 uso esta concentradoegades de agricultura irrigada e de cana-
de-acucar. Pela elevada quantidade total de héasiaisados, algumas culturas merecem
atencdo por ocuparem extensas areas no Brasil éantaso da soja, do milho e da cana-de-
acucar que foram cultivadas, respectivamente, ed 13,6 e 4,9 milhdes de hectares em
2000 (GOMES, 2002).

Atualmente, o Brasil € 0 2° maior produtor de stjamundo. O crescimento desta
producdo em nosso pais verificou-se de uma fornssahi@ rdpida. Em 1954, o Brasil
participava com 0,5% da producédo, em 1976, essdcipacdo atingia 16% e continua
crescendo ate nossos dias. Segundos dados dotin&iasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), em 1995, a area plantada foi de 11,7 méhdehectares (SILVA, 1999).

A soja, embora originéria de regido de clima tenage, apresenta boa adaptacdo as
condicbes de clima subtropical e tropical das megiprodutoras brasileiras. Com isso,
sofrendo severa concorréncia das plantas danimoju@s, relacionada "a competicdo com a
cultura, provocam perdas de agua, luz, nutrientespaco fisico, além de servirem como

hospedeiras para pragas e doengas, reduzem aaglealith semente e provocam quedas

12

DISSERTACAO DE MESTRADO - DQI/CCET/UFMS - TOMAZ ALVES DE SOUZA



AVALIACAO DE METODOLOGIA ANALITICA DE GLIFOSATO EM SOLO POR CG-EM Introducao

drésticas na producgdo. Mas, junto a evolucdo daahigade, a agricultura e os métodos de
controle de plantas daninhas sdo inseparaveis. ésdos utilizados através do tempo, no
controle de plantas daninhas, podem ser assim i@ssifMUZIK, 1970apud SILVA, 1999):

a) Com as maos;

b) Com o uso de objetos pontiagudos;

C) Com enxadas;

d) Implementos mecanicos;

e) Controle quimico com herbicidas.

Segundo MARCONDES (1982), o uso de herbicidas n&wdtura constitui-se numa
pratica agricola mais avancada, sendo adotaddizadé em carater permanente nos paises
mais desenvolvidos. O sucesso depende do conhdocineereacdo da planta daninha ao
produto. O emprego de herbicida na soja repregf8tado total consumido no Brasil, sendo
a cultura que apresenta o maior consumo e com ormadimero de estudos oficiais da

utilizacdo de produtos quimicos para o controlpldatas daninhas.

1.5 O Glifosato

O comércio mundial de agrotdxicos cresce a cada Bmbora muitas mudancas e
inovacdes surjam conforme as necessidades do meftacentre elas o advento das culturas
transgénicas, resistentes a algumas pragas, ousie de herbicidas é destacado, visto que a
maioria destas inovacdes ndao impede o desenvoltintkenervas daninhas no campo.

Atualmente, o herbicida glifosato N-(fosfonometimma, ndo seletivo, sistémico,
pés-emergente, representa 60% do mercado mundialhatbicidas ndo seletivos,
contabilizando um total de 1,2 bilhdo/ano de délax@am vendas do produto (AMARANTE e
SANTOS, 2002a). Este herbicida apresenta elevad#érgfia na eliminacdo de ervas
daninhas. Desde 1971, quando foi relatado primeindencomo herbicida, trés tipos de
glifosato vém sendo comercializado: Glifosato-isgiamoénio, glifosato-sesquisédio
(patenteado pela MONSANTO e vendido com o nome caale Roundup®) e glifosato-
trimesium (patenteado por ICI, atual SYNGENTA). ja&Seomo sal de ambnio ou sodio,
glifosato € um organofosforado, no entanto ndcaafesistema nervoso da mesma maneira

do glifosato ser citado como pouco toxico, ha ewiik de efeitos deletérios no ambiente,
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principalmente devido a resisténcia adquirida pguraas espécies de ervas, apds 0 uso
prolongado do herbicida.

O glifosato é um soélido branco. As propriedadsids e quimicas sdo mostradas no
Quadro 4 (MINDEFENSA, 2000).
Quadro 04 - Propriedades fisicas e quimicas do glifosato

Propriedade Composto puro Sal de glifosato-isopropilaminico
Glifosato

Formula molecular EHsNOsP GsH17N20sP

Peso molecular 169,1 g.rfol 228,2169,1 g.mal

Estado fisico Sélido branco Liquido viscoso de dmbar ao

amarelo

Odor Inodoro Ligeiro odor de amina

Densidade 0,5g.mt 1,16-1,18 g.mL*

Ponto de fuséo 184,5°C N&o aplicavel, pois é lmuid

Pressé&o de vapor 1,84%x10nm de Hd3x10" mm de Hg a 25°C
a 25°C

pH em solucéo de 1% 2,5 4,7

Solubilidade em agua 12000 ppm a 25°C 9000000 ppm@

Outros solventes Nenhum Nenhum

Estabilidade 32 dias a 25°C e |BR diasa 25°C e pH5,7a9
5,7a9

Coeficiente  de  particde2,8 N.D.

agua/octanol K

Constante da Lei de Henry < 7x10 N.D.

Corrosividade N&o corrosivo N&o corrosivo

Fonte: Identificacdo do Herbicida glifosato, MINDERSA, 2000

E um herbicida pos-emergente de acio total, nZielas culturas, utilizado no
controle de plantas daninhas em citrus, cacau, saféngueira, banana, eucalipto, pinho e
frutiferas, e aplicado antes da semeadura nasrasiltle soja, milho, trigo e arroz (LARINI,
1999). A BULA do GLIFOSATO NORTOX S.A. o classifie@mo herbicida sistémico, nao
seletivo de pdés emergéncia, apresentado como doadensolivel e devido as suas
propriedades sistémicas, permite o controle t@ardas daninhas, tanto monocotiledoneas e
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dicotiledéneas. O glifosato também é recomendadaenavacdo e na manutencdo de
pastagens para a eliminagédo de reboleiras de iadesejaveis.

As marcas comercializadas no Estado de Mato GrdssBul, estdo relacionadas no
CADASTRO DE AGROTOXICOS do IAGRO - Departamento thespecdo e Defesa
Agropecuaria de Mato Grosso do Sul (2003) sdo@sr#es:

Nome comercial dos produtos com o principio ativo glifosato
Agrisato 480 Cs Command Glifosato 480 Agripec
Direct Gliphogan 480 Glifosato 480 Cs Sinon
Glifos Pilarsato Glifosato Atanor
Glifosato Alkagro Polaris Glifosato Nortox
Glifosato Dow Agrosciences Radar Glifosato Nortox Wg
Glifosato Fersol 480 Na Rodeo Na Glifosato Nufarm
Gliz 480 Cs Roundup Multiacéo Glion
Ryvolt 480 Roundup Rodeo
Scout Trop Trop

O modo primério de agcdo do glifosato, principiivcado herbicida Roundup, € a
inibicdo competitiva da 5-enolpiruvilchiqguimato-fak sintase (EPSPS) e a 3-deoxi-D-
arabino-heptulosinato-7-fosfato sintase . Estanemzt parte da via de chiquimato que esta
envolvida na producdo de aminoacidos aromaticagre®compostos aromaticos em plantas
(MONSANTO, 2002). Quando as plantas sao tratadasglifosato ndo conseguem produzir
0s aminoacidos aromaticos necessarios para a buavs@ncia. Aproximadamente 50% da
molécula do glifosato é degradada no solo em 28 diaerca de 90% em 90 dias, esta
degradacdo ocorre rapidamente por que este é @egrgubr microrganismos do solo tal
como mostra a figura 01 a seguir. ARAUJO (2002} gue o glifosato é um composto que
rapidamente € degradado na presenca de microrgeiguis este estimula a microbiota,

favorecendo a decomposigéo deste.
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Glifosato no solo
i
- + —
O—p—CH,—NH;—CH,—COO
|
o H, 0
Clivagem / .
do glifosato |CHO ©Pllase
CoOo” \
Pi
i
+ + —
HO—p—CH,—NH, CH,—NH,—CH,—COO
|
OH o
AMPA - 4cido aminometil fosfénico 2
Sarcosina oxidase
C-P liase
HCHO —=H, O+ CO,
Y Y
. + _
Pi+ CHy-NH, NH,— CH,— COO
Fdsforo inorganico e metilamodnia Glicina

Figura 1- Rotas de degradacéo do glifosato no solo (ONMS41L

O glifosato apresenta uma baixa toxidade agudarpanaiferos. Em ratos, a suadglL
oral é de 4.870mg.Kge em camundongos de 1.570mg-k4 sua Dlso dérmica em coelhos é
estimada como sendo superior a 5.000mY.kg

A Portaria MS n.° 1.469, de 29 de dezembro de ZBARTARIA DO MINISTERIO
DA SAUDE, PUBLICADA NO DIARIO OFICIAL DA NACAO de 2de janeiro de 2001),
gue estabelece os procedimentos e responsabilidalZ¢sos ao controle e vigilancia da
gualidade da agua para consumo humano e seu melfmabilidade determinou o limite de
500ug.L™* para o glifosato.

A toxicidade do glifosato depende conjuntamemtes@rios fatores do ecossistema e
das condi¢cbes fisiolégicas de cada organismo v@se. listados a seguir sdo os mais
importantes, porém, para o caso do emprego dacidainos programas de erradicacdo de
16
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cultivos ilicitos (combate ao narcotréfico), as gbtidades de contaminacdo com doses
significativas sdo minimas porque na pratica, csjgcie ilicita trata-se somente por uma
Unica vez (MINDEFENSA, 2000):

a) Caracteristicas fisioquimica da formulacdo de uso;

b) Quantidade do produto por paciente (exposto aoupodd

c) Tempo de exposi¢cédo do organismo receptor do produto

d) Via ou vias de entrada no organismo (boca , naltims ou pele);

e) Classe e tipo dos materiais inertes da formulacao;

f) Grau de susceptibilidade do organismo receptor;

g) Estado de saude do organismo;

h) Importancia do sistema fisiolégico afetado;

i) Eficiéncia do sistema de desintoxica¢cao do orgamtism

j) Estabilidade quimica da formulacdo empregada.

No entanto, o processo de preparacdo das formuslagéequalquer agrotoxico,
incluindo o glifosato, € uma tarefa complexa e osel@redispdem de procedimentos basicos
gue obrigam a introduzir modificagfes na selec@a gualidade das matérias primas, com
énfase especial aos solventes e as misturas @etsunties anidnicos e catidnicos. Para 0 caso
do glifosato séo disponibilizadas as seguintegnmégoes:

e Ingrediente ativo: Glifosato, N-(Fosfonometil) glia em sal de Isopropilamina a

48,0%.

¢ Inertes: Seboaminas etoxiladas a 52,0%.

Estas seboaminas etoxiladas sdo substancias qsimp&rigosas, capazes de causar
irritacdes gastrointestinais, nduseas, vomitosagda. Algumas das formulagées comerciais
do glifosato incorporaram um surfactante conhecmno POEA (polietoxietileno amina) em
uma proporcédo de 15 %. Este composto, segundcsvéariastigacdes toxicologicas, pode ser
causa de danos gastrointestinais, certas afecgdesisttma nervoso, alguns problemas
respiratorios e ser capaz de destruir gldbulos e do sangue humano. POEA também
pode conter uma impureza identificada como 1,4 atioxa qual, que tem demostrado
capacidade cancerigena para animais e de causas @an figado e rins de humanos
(MINDEFENSA, 2000).

O mercado de glifosato, em 2000, foi de aproximaddae 78,5 milhdes de litros,
sendo que a MONSANTO teve uma expressiva partidpage 50% deste volume. Se
considerarmos que outras empresas adquirem mapéinass e produto técnico diretamente

da MONSANTO, a sua participagao se eleva para 80%eatcado.
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Com a introducao da soja transgénica (soja RR jalReondup Ready), estima-se que
€sse consumo nos proximos anos atinja 200 milhéektrds/ano, visto a experiéncia da
utilizacdo glifosato ja vivenciada pela Argenting@A, que adotaram o cultivo deste tipo de

soja.

1.6 A soja comercial

A soja Glicine max, Linneu) é uma leguminosa domesticada pelos chinesegrca
de cinco mil anos. Sua espécie mais antiga, asebjagem, crescia principalmente nas terras
baixas e umidas, junto aos juncos nas proximidddsdagos e rios da China Central. Ha trés
mil anos, a soja espalhou-se pela Asia, onde camager utilizada como alimento. Foi no
inicio do século XX que passou a ser cultivada coimenente nos Estados Unidos. A partir
de entdo, houve um répido crescimento na produgéoca desenvolvimento das primeiras
cultivares comerciais (AGROMIL, 2003).

O interesse do governo brasileiro pela expansdpro@ducdo da soja para atender a
industria fez com que a leguminosa ganhasse cadmags incentivos oficiais. Para atender
as exigéncias de producdo de uma cultura altanbeenidicada foi criado, em 1975, o Centro
Nacional de Pesquisa de Soja como uma das unidied&smpresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), estrategicamente localizapara que pudesse atender as
demandas da produc&o nacional. Sua principal inénom era conquistar a independéncia
tecnoldgica para a producéo brasileira, que aerdtava concentrada nos estados do Sul do
pais, aproveitando a entressafra da cultura do fjige, na época, recebia incentivos do
governo. A boa adaptacdo da soja nas terras dald@Gylais e a crescente demanda dos
mercados interno e externo deram estabilidade esx$ do produto no mercado, o que
incentivou 0 aumento de area. A producdo de sdanénada por apenas quatro paises, que
respondeu em 1998 por 88% da colheita mundial de71&ilhdes de toneladas: Estados
Unidos (47%), Brasil (20%), Argentina (11%) e Chind0%) (PARCERIAS
ESTRATEGICAS, 2001).

Lider na exportagcdo agricola brasileira, respoiggme80% do total de gréos, a soja
esta estimulando novas rotas de escoamento, impaisio os portos do Sul e do Sudeste e
atingindo também os portos do Norte e Nordeste.

A soja brasileira faz sucesso no exterior, entteasicoisas, por produzir 6leo com um

dos mais elevados teores de qualidade do mundocerdemarelo-ouro, aspecto valorizado
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pelos compradores, fatores influenciados pela &gdol o ano todo, clima favoravel e solo
fértil existentes no Pais. Tudo isso fez do Brasikgundo maior exportador mundial de soja,

perdendo apenas para os Estados Unidos da América.

1.7 A planta transgénica

O ponto de partida foi a descoberta da estruturBMA em 1953, a “dupla hélice”,
que daria em 1962 o prémio Nobel de Fisiologia eliMea ao norte-americano James
Watson e ao britanico Francis Crick. Os degrausadawlécula em forma de escada torcida
sdo constituidos pelos chamados nucleotideosgcoujposicdo comporta apenas quatro tipos
de “letras” (bases nitrogenadas) do alfabeto geméth) adenosina, (C) citosina, (G) guanina
e (T) timina. A informacdo genética propriament@a @ fornecida pela sucesséo de degraus,
ou seja pela seqiiéncia de pares de bases (umaadada da fita de DNA). Duas décadas
depois, geneticistas comecaram a desenvolver maxesm laboratério para manipular e
interferir na sequéncia do DNA, dando origem ao ficeria conhecido como engenharia
genética. As possibilidades abertas nas areasudie $mimana e agropecuaria logo ficaram
evidente: modificar genes (blocos funcionais de Didgponsaveis pela codificacdo de uma
proteina ou caracteristica hereditaria) para dorfigfeitos”, como doencas, ou introduzir
caracteristicas desejadas. Uma das formas de dagetlansferir genes inteiros de um
organismo para outro, quando entdo o OGM (ORGANISMBENETICAMENTE
MODIFICADO) é dito "Transgénico”, pois adquire uroaracteristica que nunca fizera parte
do repertério de sua espécie e, mais do que iss@pacidade de transmiti-la para sua
progénie, uma vez que o traco genético é defimtesste incorporado ao genoma alterado
(PARCERIAS ESTRATEGICAS, 2001).

Hoje, a biotecnologia é promissora para os consomesd que buscam qualidade,
seguranca e sabor nos alimentos que escolhem, ogaegricultores que buscam novos
métodos para aumentar sua produtividade e rematddi e para os governantes e
organizacdes nao-governamentais que defendem géeedla fome mundial, a garantia da
qualidade ambiental, a preservacdo da biodiversigaa promoc¢édo da salde e do bem-estar
por meio de alimentos abundantes, seguros e wosi(EMBRAPA, 1998).

Os conhecimentos basicos, derivados da genétieabdotbgia celular moderna, que

permitiram criar a ovelha Dolly podem ser utilizadgara a agricultura moderna melhorar
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espécies de plantas essenciais para a alimentag@nh e animal (KLEBA, 1998). Desde o
inicio da agricultura, os objetivos da agricultsé®:
e Aumentar a produtividade de determinadas cultura gelecdo de variedades que
apresentem:
a) Resisténcia a doencgas e pragas;
b) Resisténcia a encharcamento e a seca;
c) Tolerancia a condigcbes ambientais hostis;
d) Maior resposta ou independéncia a fertilizantes;
e) Maior conteudo de 6leo;
f) Maior valor nutritivo;
g) Maior facilidade de colheita e armazenagem.

As primeiras plantas transgénicas foram desemadviein 1983, quando um gene
codificante para a resisténcia contra o antibi6tianamicina foi introduzido em plantas de
fumo.

Para se obter uma planta transgénica é necessario:

a) Um gene de interesse;

b) Uma técnica para transformar células vegetais @drale introducdo do gene de
interesse,;

c) Uma técnica para regenerar, a partir de uma sdacélansformada, uma planta
inteira.

Apés a dltima etapa tem-se uma planta transgépicgue ela contém além dos genes
naturais, um gene adicional proveniente de ouigarmsmo, que pode ser de uma planta, uma
bactéria ou até um animal.

Discutem-se diversos itens em relacdo as plantasgénicas, dentre elas cita-se
(EMBRAPA, 1998):

Vantagens:

a) Reducdo da quantidade de herbicidas utilizados e reduzido impacto nos
ecossistemas agricolas, na biodiversidade e pa®res vivos;
b) Ocorre uma melhor possibilidade de implantacdoldotip direto, consequentemente

diminuindo a erosao.

Desvantagens:
a) Devido a diminuicdo da mé&o-de-obra, suprime-se otrote manual de ervas

daninhas, o que deve causar maior éxodo rural;
20
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b) Possibilidade de risco em seu possivel carategiedér

c) Um fator de risco adicional advém do aumento dalygéo de fitoestrogénio em
leguminosas;

d) Probabilidade de uma expressédo severa com umastaspdesejavel em um agente
susceptivel que tenha sido exposto;

e) Perigo de fuga de um gene introduzido em decoméeiuma contaminacao génica
das espécies silvestres;

f) Ocorréncia de fluxo génico entre plantas transfoiasa plantas silvestres;

g) Perigo de uma planta transgénica tornar-se ingagmr adquirir vantagens
adaptativas em relagéo ao seu parental;

h) Alteracdo da agressividade do genotipo nas plardasgénicas;

i) Presenca de organismos nunca encontrado na natureza

1.7.1 A sojatransgénica

A soja Roundup Ready (RR) da MONSANTO é a primeira planta transgénicser
aprovada para pesquisa no Brasil (EMBRAPA, 199830/ RR foi modificada por técnicas
de ADN recombinante (ADNr) pela insercdo de um giadactérishgrobacterim sp., que a
torna insensivel ao glifosato, ingrediente ativohdobicidaRoundup. O herbicidaRoundup,
através de seu ingrediente ativo glifosato, mataserblogueando a enzima EPSMthase
(enolpiruvilchiguimato-fosfato-sintase), encontrada plantas e bactérias sendo responsavel
pela producdo de aminoacidos aromaticos essemaEggsa sobrevivéncia e crescimento da
maior parte das plantas (KRIMSKY & WRUBEL, 1996).

A sojaRoundup Ready, evento 40-3-2, foi produzida pela introducao egiéncia de
codificacdo CP4 EPSPS, naturalmente ao glifosato,genoma da soja, usando-se a
transformacéo por aceleracdo de particulas, tantoémecida por biolistica (MONSANTO,
2002).

Mesmo ocupando o segundo lugar na produgédo densajaundo, o Brasil € o Unico
gue ainda nao liberou totalmente a soja transgéeisistente a herbicida, uma tecnologia
agricola que vem fascinando produtores agricolage dioi regulamentada. Nos Estados
Unidos, desde a introducdo do plantio das varieslgdaeticamente modificadas em 1995, a
cultura biotecnoldogicas jA ocupava em 1998 cercab%¥, da area plantada de soja
(PARCERIAS ESTRATEGICAS, 2001).
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O Brasil foi extremamente criterioso referente lzereura de mercado para o0s
transgénicos. O tema passou pelo crivo técnicausticd e de organismos oficiais do setor.
Foi objeto de pesquisa da COMISSAO TECNICA NACIONAIEE BIOSSEGURANCA
(CNT-Bio), que reune alguns dos maiores esped@alisto assunto, representando o0s
Ministérios da Agricultura e Meio Ambiente, da Sejida Ciéncia e Tecnologia, da Justica e
das Relagbes Exteriores. E concluiu-se que o Blasé se abrir para a transgenia, a exemplo
do que acontece em outros paises como Estados d)niZhnadda, Inglaterra, Holanda,
Dinamarca e Japdo, que ja estdo produzindo e camdontransgénicos (MIYAMOTO,
2001).

Na opinido dos representantes da FEDERACAO LATIN@ERICANA de
ASSOCIAQAO DE SEMENTEIROS - FELAS (REVISTA CULTIVAR?2000), da
Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai, Chile, EqugdGolémbia, Venezuela e Uruguai, o
desenvolvimento cientifico na area tecnoldgicar@fimental para o progresso da agricultura
na América do Sul e Caribe e a utilizagcdo de osgams geneticamente modificados €
essencial para se alcancar esse objetivo.

Considerando que a soja é um dos produtos de mraiducao de nosso Estado (Mato
Grosso do Sul-MS); a crescente necessidade dewvibdgerento de métodos de analise da
mesma para certificagcdo para exportacdo; vistooipéo pela legislacdo do plantio, da
comercializacdo e do consumo da soja transgénicavéins paises e sabendo-se que o
glifosato é utilizado como Unico herbicida na ptartansgénica, faz-se necessario o
desenvolvimento de metodologia para a andliseittsglo

1.8 Andlise dos agrotoxicos em alimentos

Com o constante aumento da populagdo mundiad énthis elevada importancia
salvaguardar as nossas fontes de alimentacadotadfavauso correto dos agrotoxicos traz um
grande beneficio aos agricultores e contribui parabundancia, variedade, qualidade e
economia de nosso suprimento alimentar (YOKOMIZGakt 1985).

No entanto, esperava-se que com o aumento do @sagebtoxicos ocorreria 0
aumento da producdo, no entanto isso nao ocoreerealidade a qualidade dos alimentos
decaiu devido aos residuos de agrotoxicos (muosstremamente prejudiciais a saude). E
estes tiveram um aumento de consumo e ainda exigpterigo do uso de agrotoxicos

contrabandeados e usados inadequadamente. Degidis@is que 0s residuos de agrotoxicos
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em alimentos trazem a saude de quem os consomeeckdsidade de um monitoramento
constante dos niveis de concentracdo dos mesmosnaissvariados produtos agricolas
(FERREIRA, 1995).

Segundo 0 GARP (1999), existem o0s seguintes iostéle avaliacao:

a) Limite Maximo de Residuos (LMR): quantidade maxiae residuos de agrotdxicos
legalmente aceita no alimento.
b) Ingestdo Diaria Aceitavel: é a quantidade maxingaiila durante toda a vida.

Entende-se por tolerancia a concentracdo maximardeesiduo de agrotéxico que é
permitida em uma substancia alimenticia em um mstigerminado, por ocasido da colheita,
do armazenamento ou ainda do transporte, da catfieacao, do preparo, ou do consumo.
Esta concentragdo é expressa em partes (em pesagratoxico por milhdo de partes (em
peso) do alimento (ppm ou mg/kg) (YOKOMIZ&Dal.,1985).

Segundo a ANVISA (AGENCIA NACIONAL DE SAUDE, 2002¢m relatério
concluido indica indices preocupantes. Dentre aEsqua constatacdo de que 81,2 % de
amostras de alimentos analisadas exibiam resideoagdtéxicos. Desse total, 22,17%
apresentaram irregularidades porque os percentigaigesiduos ultrapassavam os limites
permitidos pela legislagcdo. O mais grave é queceadramostras 7,04% continham residuos
de agrotdoxicos ndo autorizados para as respectiviuigras, devido ao seu alto grau de
toxicidade — como o Dicofol e os Ditiocarbamato. ttal, 8.945 estavam acima do Limite
Méaximo de Residuo) e 6,18% apresentavam as degsliaridades.

Com isso se faz necessério o desenvolvimento deicéc que permitam o
monitoramento desses agrotOxicos. Ja existem véé@scas que sdo utilizadas para a
determinacdo qualitativa e quantitativa de agrotixi em alimentos, mas segundo
FERREIRA (1995) a cromatografia é a técnica quehamelke adapta a este tipo de
monitoramento, uma vez que possibilita uma separafiéiente das substancias, mesmo em
quantidades muito pequenas, em nivel de tragg¥K¢'). Mas para que se possa fazer a
analise propriamente dita no cromatégrafo seja &legas ou liquido € necessario
primeiramente o tratamento prévio do analito, comextracdo do agrotoxico de uma

determinada matriz, bem como o purificacdo da am@ssintese de um derivado.
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1.8.1 A analise do glifosato

O Glifosato é um herbicida organico da classe addagrupo dos acidos alifaticos e
do subgrupo dos aminoacidos fosforados. Os amidogdosforados resultam da substituicdo
de um hidrogénio aminico de um aminoacido por udiced de éster fosférico. O nome
guimico do glifosato varia com sua forma estrutural
1) Acido N-(fosfonometil) aminoacético; acido N-(fostametil) glicina .

Formula molecular: ¢4sNOsP, a estrutura do glifosato e seu principal metabépresenta-
se na figura 2.

i I
HO\!:L/CHZ—NH—CHZ—COOH HO—p—CH,—NH,

| |
OH OH

glifosato AMPA
Figura 2 - Estrutura do glifosato e AMPA

Devido sua corrosividade a metais, utiliza-se gal@iasticos (polietileno) para o seu
envasamento (MINDEFENSA, 2000).

A toxidade em animais é baixa, tal como citadasgalis.

e Oral: DLsp 5600mg.Kg" em ratos.
e Dérmica: Dlsp 500mg.Kg" em coelhos.
e Inalatéria: LGo > 12,2 mg.L! de ar para 4 horas de expirac&o para ratos.

No entanto, de acordo com a MONSANTO, a formulatgdica do glifosato de uso
comercial apresenta 41% de ingrediente ativo @difo) e 59% de substancias inertes
(seboaminas etoxiladas), (COMPENDIO DE DEFENSIVOSGRACOLAS, 1999;
MINDEFENSA, 2000). Estes compostos inertes sa@staites, substancias que melhoram o
desempenho do defensivo (LOH, 2002). Mas em algufoesulagcbes comerciais do
glifosato incorporam um surfactante conhecido cd™@EA - polietileno amina, em uma
proporcao de 15%.

Este composto, segundo varias investiga¢cfes tagamas (MINDEFENSA, 2000;
ARROYAVE, 2002; PAGANELLA e CLARO, 2003), pode cans problemas
gastrointestinais, problemas no sistema nervoswaterespiratorias, destruicdo dos gldébulos

vermelhos no sangue.
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Segundo PAGANELLA e CLARO (2003) o glifosato apmsemutagenicidade em
células animais e vegetais; carcenogenicidade devjgtesenca de N-nitrosoglifosato (NNG)
qgque é altamente cancerigena; efeitos na reprodugdim reducdo na contagem de
espermatozoide; degradacdo perigosa, o metabdlitwigal, AMPA, induz em ratos
diminuicdo de peso corporal, diminui peso no figagwovoca excesso de divisdo celular nos
rins e na bexiga; contaminacdo dos alimentos, eérese glifosato um ano apdés o
tratamento; exposicdo humana, contaminacéo peileagdérgestdo ou banho com dguas com
residuos.

CORREAet al. (2002) cita que doses de glifosato a partir dg.ha' de ingrediente
ativo provocam fitointoxicagdes diminuindo o cresento de plantas de milho, reduzindo em
40% sua éarea foliar.

Além dos problemas para a saude, existem pesquugaserificam a potencialidade
de toxidez do glifosato para ambientes aquatic@ORES e DE-LAMONICA-FREIRE,
2001), estes autores utilizaram as propriedadeofigilimicas do glifosato para avaliar o seu
potencial de risco. O Quadro 5 apresenta as pdgatés fisico-quimicas do glifosato para

avaliar seu potencial de contaminacdo de aguasrsaibeas.

Quadro 05 Classificacdo do ingrediente ativo do glifosatargp o GUS, indice de
vulnerabilidade de aguas subterraneas

Principio Pressdo| Solubilidade | Log Kow Koc DTso GUS
ativo de vapor em agua Solo
mmHg mg.L" Cnr.g” Dias
Glifosato 10 900.000 1,7.16 | 24.000 47 2,81

Fonte: ARAUJO: Biodegradacao, extragdo e anabsglitbsato em dois tipos de solo. Piracicaba -28B2.

Segundo os dados da EPA (Agéncia de Protecdo Ataljieo glifosato é
contaminante em potencial para dguas subterrdNeasntanto no indice de GUS, os dados
séo inconclusivos, PRATA (2002), faz uma seveiticarao GUS para este estudo da-se o
fato de que o indice é calculado a partir dos eslate K. e a sorcdo do glifosato ndo se
relaciona com o conteudo de matéria do solo, o G&fSe apenas como indicativo para
lixiviagdo, sendo que resultados mais minuciosa®meser obtidos com o uso de colunas e

lisimetros.

25

DISSERTACAO DE MESTRADO - DQI/CCET/UFMS - TOMAZ ALVES DE SOUZA



AVALIACAO DE METODOLOGIA ANALITICA DE GLIFOSATO EM SOLO POR CG-EM Introducao

Os critérios utilizados pela EPA para a avaliacd® abntaminacdo de aguas
subterraneas séo apresentados:
e Solubilidade em &gua: > 30 mg.m*

e Coeficiente de adsorcéo & matéria organiga k< 300-500 mL.g

e Constante de Henry;K < 10?Pa.ni.mol*
e Meia-vida no solo (Ddp no solo): > 14-21 dias
e Meia-vida na agua (Db na agua): > 175 dias

Fonte: comportamento do glifosato no solo e destemto miscivel de atrazina, PRATA (2002)

Segundo DORES e DE-LAMONICA-FREIRE (2001), O indievulnerabilidade de
aguas subterraneas (GUS), é calculado atravésattrey de meia-vida do composto no solo
e do coeficiente de adsorgcdo a matéria organica, led@ando em consideragdo outras
propriedades como solubilidade em &gua. As faieadaksificacdo dos compostos, de acordo
com sua tendéncia de lixiviagéo, sao:

e GUS<1,8 nao sofre lixiviagao

e 18<GUS<28 faixade transicao

e GUS>28 provavel lixiviagao

O valor de GUS serve como ferramenta auxiliar paeatificacdo de agrotdxicos a
serem priorizados de monitoramento ambiemtdbco. Permite a identificacdo do provavel
compartimento em que 0 composto deve ser monitarad@so sedimento ou agua.

Para avaliar o risco de contaminacdo de aguasfmigisré usado o método de GOSS
(DORES e DE-LAMONICA-FREIRE, 2001), que classifizgotencial de contaminagdo em
solo em alto, médio e baixo em funcdo do transpaotagrotoxico adsorvido a coldides de
solo ou dissolvido em agua.

O potencial de contaminacdo para sedimentos stvacaso os valores forem os

seguintes:
e DTsgno solo: > 40 dias,
o Kog >1000mL.g"
ou;
e DTsgno solo: > 40 dias,
e Koc >500mL.g"

e Solubilidade em 4gua < 0,5ug.mL™

O potencial de transporte dissolvidos em aguaatrduando os valores forem:
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e DTspno solo: > 35 dias,

o Koo < 100.000 mL.g,
e Solubilidade em 4gua > 1 pug.mL?,

ou;

o Koo <700 mL.g"

e Solubilidade em &gua  entre 10 e 1@0mL™, ou;

Com essas informacdes o glifosato € classificamtooccontaminante em potencial
para aguas subterrdneas. Para aguas superficiaiice de GOSS. Caracteriza o glifosato
como alto potencial de contaminagao (SPADOTZ@)2).

Segundo PRATA e LAVORENTI (2000), o comportamedéoum agrotdxico no solo
€ na agua é regulado por propriedades do composto ceatividade, solubilidade em agua
(Koc), pressédo de vapor e retencdo no solo. Proprisdemi®mo solubilidade e reatividade
levam uma maior adsorgéo ao solo. Quando um ageot@sta dissolvido no solo, este pode
ser arrastado com a agua. Entretanto, a solubdiddth deve ser considerada por si so,
independentes das cargas idnicas ou residuais quelécula apresenta, que refletem em
propriedades basicas, 4cidas, anféteras ou ndraiais. Assim, uma molécula com cargas
positivas (como o glifosato), tende a ser maisefognte adsorvida em coldides do solo. O
coeficiente de particdo octanol-aguao(, mede a hidrofobicidade da molécula, sendo que
qguanto maior a hidrofobicidade da molécula, maiadsorcao.

A adsorcdo é o processo pelo qual a moléculagdatéxico € transferida da fase
movel (liguida ou gasosa), para a fase estacio(gdiala). A adsorcdo € reversivel e pode
seguir ambas as direcbes, adsor¢cao ou desorcaty segida pela lei geral da disperséao,
segundo a qual, em determinada composicdo do @idere do adsorvido e sob certas
condi¢cbes externas, como temperatura e pressésuadtancia se distribui de tal forma que
seu nivel de concentracdo, em ambas as fases mmenaonstante. Duas caracteristicas
importantes e determinantes para a adsorcdo santetdo de matéria organica no solo e a
solubilidade do composto. O indice de retencédo alo &oc), refere-se a capacidade da
molécula do agrotéxico se ligar ao carbono orgamioosolo, quando moléculas polares
organicas ligam-se prontamente a superficies argémiu inorganicas do solo.

Os agrotoxicos no solo tornam-se parte de prosedsdransporte e degradacao, que
afetam todos os produtos quimicos organicos adidiosn a um ecossistema dinamico. Ha
diversos processos de transporte dos residuogol@xigos dentro ou fora do ecossistema do
solo. O transporte pelo processo de volatilizag&a b agrotoxico do solo para a atmosfera.
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Os que tem pressdo de vapor superior & mnHg a 25°C , sdo grandemente afetados.
Assim, como a pressdo de vapor aumenta com a tatapeeroutros fatores também podem
modificar a cinética da volatiliza¢cdo, como vel@dd de ventos, umidade do ar e do solo e
conteudo de matéria organica. Portanto, o entemdovda sor¢ao, biodegradacéo e transporte
de produtos quimicos orgéanicos do solo e aquifeesséncial para predizer o destino e o
impacto desses produtos no ambiente.

AMARANTE e SANTOS (2002a) descreve as vias degi#toalo herbicida na planta;
as duas rotas de degradacao, sendo a formacéarabsisa pela acéo dsgrobacterium
radiobacter ou daEnterobacter aeroneges e a formagéo do seu principal metabdlico o AMPA
(demonstrado na figura 01). Este autor tambémaqeitando ha limite legal estabelecido para
glifosato em solo; no entanto a Agéncia de Protég@biental dos Estados Unidos (EPA-
US) estabelece limite consultivo em satde 700 thglé glifosato em agua potavel. Entre
tanto a Comunidade Econdémica Européia (EES3belece o limite em 0,1 mg.le no
Brasil, segundo a Portaria 1469 de 29 dezembro0@8,has normas de qualidade da agua
para consumo humano, o limite é de 0,5 rifg.L

No Brasil, segundo SPADOTTO (2002) em 2000, o eomsde herbicidas foi cerca
de 174 mil toneladas de produtos formulados, egpremm forma de ingrediente ativo
representando mais de 81 mil toneladas, dividitie @s regides Sul (38,9%), Centro-Oeste
(29,9%), Sudeste (22,8%), Norte (2,0%) e Nordest@24) e neste quadro a soja corresponde
a 39,8% do consumo, seguida do milho (23,5%), daraclcar (12,9%), café (4,4%) e arroz
irrigado (3,7%). Nota-se que a soja correspondea@mproducdo e que o glifosato e o
herbicida mais utilizado em sua producéo.

O ¢lifosato também vem associado a outros hedscjghra o controle de plantas
daninhas. RAMOS e DUREGAN (1996) avaliam a efici@rma mistura de glifosato com 2,4
amina no controle de trapoeraliZofnmelina virginica L.) e os resultados mostraram que o
controle foi mais eficiente em relagdo aos produspiicados isolados. ALMEIDA e
BRONHARA (1982) verificam que o tratamento com a@géto +2,4 amina + paraquat
apresentaram um controle superior para capim-madaeBrachiaria plantaginea ( Linr.)
Hitch), picdo preto Bidens pilosa L.) e granxuma $da spp) em relacdo as misturas de
paraquat + 2,4 D e 2,4 D aplicados individualmeate em duplas. RODRIGUES e
ALMEIDA (1988), verificaram que ocorre uma redugé atividade do imazanquin quando
misturado com glifosato e 2,4-D. VICTORIA e VOLL988), compararam os herbicidas
paraquat e glifosato no trabalho de resteva de fiEra o posterior plantio de soja e em

avaliacdes visuais nao verificaram diferencas. HA®6al. (1980), analisaram o glifosato
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utilizado como dessecante para colheita mecanicdeifio middo Yigna sinensis Var.
Mississipi purple L.) e verificaram que as semempresentaram uma menor qualidade e
envelhecimento precoce. FERREal. (1980) estudaram a eliminacdo de cepas de cana-de-
acucar (variedades NA 56-79; CB 45-79; CB45-15%C I121/205; IAC 48/65; IAC 52/150;
IAC 53/57) e obtiveram éxito em plantas de 70 a ¢&0com controle de 90%. (2001) e
AMARANTE e SANTOS (2002a) avaliaram o risco de @minacdo de agua superficial e
subterranea por agrotéxicos em areas cultivadas cmueiro e eucalipto no Nordeste
Brasileiro, quanto ao glifosato e concluiram que epresenta baixa lixiviagdo, alto potencial
de transporte associado ao sedimento para o GQ@B&ilmente positivo para os critérios
da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unié®A-US.

1.9 Analise de residuo de glifosato e AMPA em solo

Os métodos de identificacdo e de quantificacdo lfiesgto e de seus metabdlitos
AMPA (acido aminometil fosfénicd e sarcosina, tém sido de grande interesse noso8lt
anos.

A andlise do glifosato, de seus metabdlitos e des sgerivados em matrizes
alimenticias e em outras (agua e solo) é complicagi® ndo haver um método, por
cromatografia gasosa, que analise estes compostbansente sem derivatizagdo e, mesmo
com derivatizacdo, sua analise € complexa e rmaibakhosa (SILVEIRAet al. 2002).

Segundo AMARANTE e SANTOS (2002b), a molécula titvgpto apresenta elevada
polaridade e auséncia de cromoforo. Por estes omti@ determinagdo do glifosato por
cromatografia necessita de adaptagfes que perratardeteccao. Tais adaptagdes, incluem,
basicamente, reacfes de derivatizagbes ou, aibelacdes de alguma propriedade fisica que
possa ser relacionada a quantidade de glifosaaonoatra.

1.9.1 Processos de extracao

Devido a alta polaridade do glifosato e sua tendéaem formar espécies ibnicas, a
maioria dos procedimentos de extracdo do herblmddaiam-se em reagbes acido-base, onde
0 composto, inicialmente ligado a espécies ibndmsolo através do grupo fosfato, passa,
entdo, a interagir com os ions da solugdo, assis,processos de extracdo sdo utilizadas,

geralmente, solugbes de bases fortes (como NaOHDd)Ksais de bases fortes (como
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KH.PQy), bases fracas (tais como; trietilamina, /@H) ou acidos fracos, seguindo-se, na
maioria das vezes, de etapas de retencao/eluicdesanas de troca ionica. A eficiéncia no
processo de extracdo do glifosato e AMPA estéatinente relacionado ao tipo de solo. Em
geral, melhores recuperacdes sdo observadas pgasacsganicos, enquanto que para solos
argilosos e minerais, devido a elevada competdded pelos sitios ibnicos do solo, a
eficiéncia no processo de extragao fica relativdaemenmprometida, resultando em menores
recuperacoes (THOMPSO#lal., 1989).

MILES e MOYE (1988), também apresentaram difereritemas de extracdo do
herbicida glifosato, de acordo com as caracteastiio solo. Para solos argilosos e com alto
teor de matéria organica, foi utilizado solucdo KI@H 0,2 mol.L* (extraces por 15
minutos). Para solos com baixos teores de argiatéria organica, foi usada uma solucao de
KH2PQ; 0,1 mol.LY. ALFERNESS e IWATA (1994), utilizaram solucdo déi#0Q, 0,1
mol.L"* e NH,OH 0,25 mol.L*, para a extracdo de solos arenosos e argilosd&RBBCH e
DOUGLAS (1991), utilizaram trietilamina 0,1 mot‘Lpara a extrac&o.

A extracdo dos analitos neste trabalho utilizéur® de NaOH 1 mol.tt em ultra-

som e centrifuga.

1.9.2 Processo de derivatizagao

O termo derivatizacéo refere-se, em cromatografi@ansformacédo de um composto
quimico em outro com o intuito de obter-se umais@dhais rpida, conveniente ou mais
exata (LANCAS, 1993). Apos a derivatizagédo o cortppdsrmado deve apresentar uma ou
mais das seguintes vantagens em relacdo ao congmgtartida: Deve ser mais facilmente
extraido ou cromatografado, medido com maior sditside ou exatiddo, ou mais facilmente
separado de interferentes.

HARRIS (2001), define como alteragdo quimica parenger um grupo a uma
molécula de forma que ela pode ser detectada cmiemente, este tratamento altera a
volatilidade e a solubilidade.

A derivatizacdo serve também para contornar umangasres limitagdes, se ndo a
maior, da cromatografia gasosa, visto que, composte elevada polaridade, baixa
volatilidade e/ou instabilidade térmica, ndo podam analisados por cromatografia gasosa.
Assim muitas moléculas sdo excluidas da analisecpmmatografia gasosa. Porém estas
podem ser adequadamente analisadas na forma derivadd conveniente.
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Compostos com massa molecular elevada e grupodunminais ndo séao,
usualmente, adequados a andlise direta por cromafitogasosa. Em geral, estes grupos
funcionais tornam o composto bastante polar e emdwsia volatilidade, tornando o tempo de
retencdo demasiadamente longo. Em casos extremosmposto ndo € eluido da coluna
cromatografica. Por exemplo, os acidos carboxiliepsesentam elevada polaridade e
moderada solubilidade em agua, dificultando a ad@terde bons resultados quantitativos,
particularmente em baixas concentragdes.

Compostos de alta polaridade eluidos em cromataggasosa, geralmente sofrem
adsorcao na coluna ou decomposicdo na coluna anjetor, dificultando a obtencao de
dados quantitativos confiaveis. Como exemplo podeaitar o colesterol, o qual, apesar de
ser volatilizado, apresenta elevada adsorcdo engmsicao na forma livre, mas, pode ser
guantificado facilmente na forma de um derivado.

Porém, apesar da derivatizacdo ser uma reacdo cimuito de tornar possivel a
analise de um composto que ndo possua caractsist@ressarias, para ser analisada por
cromatografia gasosa, ela é também uma fonte de em potencial, visto que, esta aumenta
0 numero de etapas do processo. Alguns aspectastanpes devem ser observados a fim de
diminuir estas possibilidades de erro, sdo: pudemareagentes e solventes, estabilidade dos
derivados formados, tempo de reacdo, dentre ouoseacdes de derivatizagao propiciam
um grande impulso na analise de moléculas de g¥enea area biomédica, tornando possivel
a andlise por cromatografia gasosa de classesmpostos como carboidratos, esterdides,
aminoacidos, constituintes de acidos nucléicogjoacido ciclo de Krebs, hormbnios da
tiredide e muitas outras (LANCAS, 1993).

A técnica de cromatografia gasosa € amplamenteegiagpa para determinagdo de
glifosato. Para a determinacdo do herbicida pae psttodo, faz-se necessaria uma prévia
derivatizacdo para obtencdo de um composto volatitém, esta técnica apresenta a
vantagem da Otima sensibilidade.

Uma reacao eficiente de derivatizacdo é a prineiaaetapa critica para um método
bem sucedido e aplicacdo reprodutivel na CG, asangdra acidos fosfénicos e os herbicidas
de aminoéacidos requerem derivatizagées prévias yraeacromatografia convenientemente
satisfatoria.

O glifosato pode ser considerado como um caso spaevido a sua natureza polar e
a solubilidade em agua elevada, que limita a pilidsile de usar as técnicas padrdo de
derivatizacdo empregadas frequentemente na amdibeatizacdo de CG-EM, geralmente,

envolve o uso de anidrido trifloroacético (TFAA)rifltoroetanol (TFE) e acido
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heptafluorobutirico (HFBA). O uso das misturas dasidridos fluorados e &lcoois
perfluorados, fornecem os derivatizados do gliosaAMPA que podem ser detectados por
CG-MS com sensibilidade e seletividade elevadoDHEH®@ et al., 2000).

SILVEIRA et al. (2002), analisaram trés técnicas de derivatizagdprimeira com
trimetilortoacetato e acido acético, a segunda d@rometano e cloroformiato de N-butila e
a terceira com anidrido trifluoroacético e trifloetanol. Destas trés técnicas somente a
terceira apresentou um espectrograma de massadp®stos perfeitamente identificaveis.
Portanto a analise do glifosato e AMPA neste trabakré feita derivatizando-se o glifosato
com anidrido trifluoroacético e trifluoroetanol. teprocedimento também foi utilizado por
DEYRUP et al. (1985), EBERBACH e DOUGLAS (1991), BORJENSSON e
TORSTENSSON (2000), KUDZIN al. (2002).

KATAOKA et al. (1996), usaram 0,1 mL de 0,5g.mL' de &cido 4-
aminobutilfosfébnico com um padrédo interno e 0,05 ot cloroformiato de isopropila.
DEYRUP et al. (1985) comparou a derivatizacdo do glifosato e AMB#M anidrido
trifluoroacético e anidrido heptafluorobutirico comalcool trifluoroetanol e
pentafluoropentanol e a combinagdo anidrido trifhacético e alcool trifluoroetanol,
ofereceram os melhores resultados. ALFERNESS e IWEDB94), derivatizaram o glifosato
e AMPA com anidrido trifluoroacético e 2,2,3,3,4-4heptafluoro-1-butanol.

Em suas pesquisas, AMARANTE e SANTOS (2002b), cibaitnos compostos usados

para derivatizagao do glifosato em AMPA em solauas matrizes.

1.9.3 Métodos analiticos

Varios métodos analiticos para determinacéo desglib e AMPA foram descritos, a
cromatografia de camada delgada (RAGAB, 1978) rpglafia (FRIESTAD e BRONSTAD,
1985; SANCHOet al., 1996)apud AMARANTE e SANTOS (2002b), cromatografia liquida
de alta eficiéncia (VREEKENt al., 1998; MILES e MOYE, 1988; POWELEt al., 1990;
ABDULLAH et al. 1995; COWELL et al. 1986; ARAUJO, 2002), espectroscopia de
cintilacéo liquida (PRATA, 2002), ressonancia maigaénuclear dé'P, espectrofotometria
e eletroforese (AMARANTE e SANTQ&002b) e cromatografia gasosa (ROY e KONAR,
1989; KATAOKA et al. 1996; ALFERNESS e IWATA, 1994; BORJESSON e
TORSTENSSON, 2000; DEYRU@& al. 1985; TSUNODA, 1993; KUDZINt al. 2002).
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Devido as propriedades fisico-quimicas do glifo&a®MPA e das modificacbes que
estes sofrem em cada processo este pode ser dngdmadiferentes métodos.

A cromatografia gasosa (CG) é um método mais ees&ensivel para analise de
residuos, devido a alta sensibilidade obtida corteder de Captura de Elétrons (DCE)
(EBERBACH, 1991) e Detector Fotométrico de Chami(P (DEYRUPet al., 1985). Os
detectores fotométricos de chama séo especificasgfEmentos selecionados, tais como S, P,
Pb ou Sn (HARRIS, 2001).

Adicionalmente, Espectrometria de Massa (EM) écaita de detecgcdo mais valiosa
porque fornece informacéo sobre a estrutura maead composto e também é altamente
sensivel e seletiva quando no modo de monitoranatam Ginico ion (COLLINS, 1993). E
uma técnica comum com poder de resolucdo excelentama sensibilidade bastante
acentuada. Como inconveniente, se a substancidon&olatil e termicamente estavel, ha a
necessidade de se formar um derivado com estagedsticas, 0 que nem sempre € possivel.
Na maioria das vezes é necessario etapas de p@pata amostra, antes que ela possa ser
analisada, para que ndo haja interferéncias dusaadlise e contaminagdo da coluna.

O detector de uso mais geral para a cromatograasa é o espectrometro de massa.
O detector por condutividade térmica é a forma mearsl de se detectar todas as classes de
compostos, mas ele ndo é suficientemente sensaval g andlise de tracos. Os detectores
sensiveis para analise de tragcos respondem, cadaunmnimero limitado de compostos. O
detector por captura de elétrons é especifico pao#éculas que contém halogénios,
carbonilas conjugadas, nitrilas e nitrocompostosdeé@ector por fotoionizagcdo pode ser
especifico para compostos aromaticos e insatur&daketector de nitrogénio-fésforo tem a
sensibilidade aumentada para compostos que contélgugr um desses dois elementos, mas
também é sensivel aos hidrocarbonetos. Os detsctprimiluminescentes de enxofre e
nitrogénio respondem cada um a apenas um elemdARKIS, 2001).

1.10 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica utilizzata separar gases ou substancias
volateis. A separacado se baseia na diferentelligtéio das substancias da amostra entre uma
fase estacionaria (sélida ou liquida) e uma faseelr@asosa).

A amostra através de um sistema de injecdo é i@ em uma coluna contendo a

fase estacionaria. O uso de temperaturas convesi@t local da injecdo da amostra e na
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coluna permite a vaporizacéo destas substanciaslgqasEordo com suas propriedades e as da
fase estaciondria, sao retidas por tempos detalosnachegam a saida da coluna em tempos
diferentes. O uso de um detector adequado na daidaluna torna possivel a deteccdo e
guantificacao destas substancias (COLLINS, 1993).

E uma técnica com poder de resolucdo excelente @ semsibilidade bastante
acentuada, com um inconveniente, se a substarziton&olatil e termicamente estavel, ha a
necessidade de se formar um derivado com estage@sticas, 0 que nem sempre é possivel.
E necessario na maioria das vezes, etapas de agépada amostra antes que ela possa ser
analisada para que ndo haja interferéncias duranémalise e contaminacdo da coluna
(COLLINS, 1993).

As caracteristicas fundamentais de um sistema des&G retencdo, seletividade,
eficiéncia e resolugao:

e Retencdo: Na CG, o parametro de retengdo € o tdmpetencao, tr. Ele é definido
como o tempo transcorrido entre a injecdo da ammosto maximo do pico
cromatografico. Porém, mesmo que a substanciamérmgisse de forma alguma
com a FE, o seu tempo de retencdo ndo seria nuilfranscorreria algum tempo
entre a sua injecao e a sua passagem pelo detEstertempo corresponde ao
tempo que o gas de arraste demora em percorrdurzac@ denominado tempo de
retencdo do composto nao retido (ou tempo morto), t

e Tempo de retencdo ajustado: é parametro que re@meffete as caracteristicas
fisico-quimicas de retencdo de um determinado cetap& o tempo de retencéo
descontado do tempo morto.

e A seletividade: capacidade de um sistema de dide@emois compostos, sendo
uma caracteristica que, na CG, é mais associaolargaccromatogréfica.

e Eficiéncia: Na CG, a eficiéncia é expressa pelo enante pratos tedricos, que é
calculada usando-se um parametro de retencaorguadado pico cromatografico -
no caso, a largura de base.

e Resolugdo. Na CG, a resolucdo entre duas substéh@arazdo entre a diferenca
das distancias de migracdo e a média das largasasashdas.
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1.11 Espectrometria de Massa

A espectrometria de massa é usada na cromatoljgafida e gasosa para identificar e
quantificar os constituintes. O principio da espeoetria de massa € a ionizagdo ou a
fragmentacdo do composto a ser analisado por neeicmdbombardeio de elétrons, ela tem
sido uma ferramenta poderosa na elucidacdo detw@sisumoleculares, como também na
quantificacdo de tracos de compostos em VvariaszestfBUSTILLOSet al. 2003). Os ions
séo produzidos por colisdo de elétrons que se moapitiamente com as moléculas do gas a
ser analisado. As colisdes entre elétrons e ma@eauiganicas produzem quase sempre ions
positivos em vez de negativos; sendo que a razée iems positivos e negativos é da ordem
de 1000:1.Se a amostra a se analisar apresensaéiprée vapor apreciavel, ela é introduzida
no instrumento por difusdo através de um esca@pendo for volatil tera que ser vaporizada.
Moléculas da amostra sdo bombardeadas por elétrado El: impacto de elétrons) ou ions
(modo CI: ionizacdo quimica), da seguinte forma:

ABCDE + &€ > ABCDE. +2¢

O ion formado se fragmenta:

ABCDE" — AB. + CDE
ABCDE" — AB"+ CDE
ABCDE" — A"+ BCDE

1.11.1 Deteccao de ions

Os espectrometros de massa separam 0s ions emafssa com diferentes razbes
massa/carga (m/z). O constituinte é ionizado pelpacto do elétron ou pela ionizacao
quimica. O impacto cria o jon molecular’Me, habitualmente, véarios fragmentos de ions
menores. Os ions sdo acelerados por um campae)éicando todos coma mesma energia
cinética. Um detector como o corpo de Faraday ounurttiplicador de elétrons mede a
abundancia relativa de cada tipo de ion. O esp@rmassa é um gréafico da abundancia

versus m/z (HARRIS, 2001).

A figura 3 apresenta um exemplo de espectro deantiessm analito.
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Figura3— Espectro de massa do agrotéxico organocloradoadios&ndo a ionizagdo por

impacto de elétrons.

O monitoramento pode ser de dois métodos, é feitneiramente do modo SCAN
(varredura) onde séo analisados e posteriormemtéat do modo SIM (Single lon
Monitoring), ou seja, Monitoramento de ion Seleeidm, selecionando-se um ou mais
fragmentos caracteristicos resultantes da fragmp@mtda espécie de interesse para otimizar a
quantificacdo. Gera-se o cromatograma e plotandédntero de ions detectados com a massa

desses fragmentos em fungéo do tempo.

1.11.2 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrotria de Massa

A combinacdo da Cromatografia Gasosa de Alta Re8olaom a Espectrometria de
Massa (CGAR-EM) resulta em um instrumento com uoekxte potencial na identificacéo e
quantificacdo de varios compostos. BasicamenteGARGEM consta de um cromatografo
gasoso com coluna capilar, uma interface paradg@aps sistemas, uma camara de ionizacao
onde os ions sdo formados, uma camara mantida &no wonde ocorre a separacdo dos
mesmos e um sistema de detecgdo dos ions e inggdvedos dados obtidgSOLLINS,
1993).

A saida da coluna cromatogréfica esta conectads@actrometro de massa através de

uma interface, tendo esta o propésito de baixaessfio para valores menores que™ Ea
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(108 bar), na cAmara de ionizacdo, pois a pressdoida da coluna é, geralmente, muito
alta.

As moléculas da amostra se ionizam na camara deagdv. Este processo ocorre,
geralmente, por impacto eletrénico ou ionizacaanigd. A cdmara é aquecida para evitar a
condensacdo da amostra e mantida sob vacuo parasgoa@s formados ndo colidam com
outras moléculas que nao foram ionizadas.

No método do impacto eletrénico, um fluxo de elsrocom energia de ionizagéo
especifica, é produzido por um filamento de tungstéu rénio aquecido. Estes elétrons com
energia de, geralmente 70 eV, colidem com as miaigda amostra, provocando a ionizacao,
bem como a fragmentacdo das mesmas. A ionizac&@oiogué produzida por reacdes ion-
molécula, entre a molécula neutra da amostra egangenientes de reagentes presentes na
camara de ionizacdo. Para favorecer este tipo damsno a concentracdo do reagente €
suficientemente maior que a da amostra, de mage&graticamente somente as moléculas
do reagente sao ionizadas por impacto eletroniesteNcaso a pressdo na camara € maior
para favorecer a reacao ion-molécula.

Depois de formados, os ions deixam a camara deaigdd e entram na camara de
vacuo, onde séo separados de acordo com a raz8a/osaga (m/z), através da imposicao de
um campo elétrico ou magnético externo. ApOs aragpa, 0s ions sdo detectados e um
sistema apropriado processa os dados obtidos, ceEmde informacOes quantitativas e
gualitativas da amostra analisada.

O espectrometro de massa é dotado de um sisten@bliteca de dados, que
armazena cerca de 35.000 espectros de massa.elstitepuma comparacdo do espectro
obtido para o composto de interesse com aquelétatbca. Além do espectro de massa dos
padrdes existente no banco de dados, o sistenecefam indice de similaridade entre os 10
compostos, cujos espectros de massa melhor seorglat com aqueles do composto em
estudo.

Uma das principais vantagens do CGAR-EM é fornasfarmacdes estruturais a
respeito dos compostos eluidos na coluna, o quahilda a identificagdo com alto grau de
confiabilidade da maioria dos compostos de interaascromatografia gasosa.

Como principal limitagdo pratica deste tipo de pguiento pode-se citar o elevado
custo quando comparado ao cromatégrafo gasoso,r mampo de treinamento e
especializacédo do operador e, ainda, certos is@nagn@sentam 0 mesmo espectro de massa,
0 que dificulta sua identificacABLANCAS, 1993). A figura 4 ilustra um esquema do

acoplamento CGAR-EM.
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_ Separador Molecular
delistaeeh S ™EM O gas de arraste leve
) (He) difunde mais
rapidamente que o

|| analito e tende a ser
1' drenado para o vacuo.
Vacuo

Figura 4 —Esquema dacoplamento CG - EM. (ANDRADE e CUSTODIO, 2003)

A determinagcdo por cromatografia gasosa acopladesp&ctrometria de massa é
amplamente utilizada por pesquisadores KUDZtNi. (2002), apresentou 0 método como
sendo de potencial analitico superior para a andhslicando as vantagens da resolucdo da
coluna capilar do cromatégrafo , da sensibilidaléeagla e da alta seletividade do detector
espectrOmetro de massa, suas recuperacdes vadar@ma 97,5% com niveis de 0,01 a 10
pmol. BORJESSON e TORSTENSSON (2000), utilizandoosiras de solo e agua e
derivatizados com TFAA e TFE, previamente tratados colunas de troca idnica, foram
concentrados e derivatizados. O derivatizado fsalvido em acetato de etila e analisado por
CG-EM, e ambos identificados por trés ions car@tiens, a analise apresentou boa
linearidade para o agrotoxico e o seu metabdli¢as dimites de deteccédo foram de 0,05 e
0,003pg.g" e recuperacdes de 58 a 91%. Recuperacdes de 9%@mchin nivel de 0,1 a 1
ng.g* foi obtido por KATAOKA et al. (1996), sendo os analitos derivatizados com &gido

aminobutilfosfonico.
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2

OBJETIVOS

Geral:

e Contribuir com pesquisas para o desenvolvimentmeti®dologia para avaliacéo
de residuos de pesticidas em solos e alimento®ti@bdo contribuir com as
diretrizes do grupo de Quimica Analitica AmbientalDQI/CCET/UFMS.

Especificos:

Avaliar e otimizar metodologia de analise de ghfims e AMPA em solo por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro skama

Estudar e avaliar a derivatizagcdo do Glifosato e PAMutilizando-se anidrido
trifluoroacético e trifluoroetanol.

Estudar e avaliar o momento adequado para inicgararslises dos compostos
derivatizados por CG-EM.

Testar metodologia de andlise de glifosato em pojapor cromatografia gasosa

acoplado a espectrometro de massa.
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3 EXPERIMENTAL

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de QuianiAnalitica Ambiental
(Laboratoério de Pesquisa 3 — LP3), do Departamdertc@uimica (DQI), do Centro de
Ciéncias Exatas e Tecnologia (CCET), da Universdadderal de Mato Grosso do Sul
(UFMS), situado na cidade de Campo Grande/MS. © ssta na unidade da Bacia
Sedimentar do Parana, no compartimento denominBiemdlto de Maracaju - Campo
Grande”, assentado nas Formacfes Caiua. Estedigold é composto de arenitos finos,
médios, grosseiros e ferruginosos. O clima, segandassificacdo de Kdppen, situa-se na
faixa de transicdo entre o sub-tipo mesotérmicaldresem estiagem, em que a temperatura
do més mais quente é superior a 25°, tendo o m&sseEo Mmais de 30mm de precipitacdo
e 0 sub-tipo tropical imido com estacdo chuvoseenao e seca no inverno. Cerca de 75%
das chuvas ocorre entre os meses de outubro eeabnieriodo mais seco é o de agosto
(UNIDERP, 2003).

No més de novembro foi realizada a coletada de tasode solo no municipio de
Jaraguari-MS, a 45 km da cidade de Campo Grandefazenda Bom Sucesso, de
propriedade do Engenheiro Agronomo Irineu Migué$siani. Na fazenda foi aplicado 3,7
L.ha de Glifosato Nortox com 5,0 L.hde 2,4-D, para dessecacdo do sorgo e posterior
plantio direto de soja. A coleta foi realizada wseaana apdés a aplicacdo dos herbicidas.

As metodologias de extracéo, purificacdo e deraafio aplicadas neste trabalho
foram baseadas na descrita por BORJESSON e TORSIENS (2000), com

modificacoes.

3.1 Analise do solo

3.1.1 Amostragem

As amostras de solo foram coletadas em pontosedifes de uma area de solo
nativo da UFMS, situada no municipio de Campo Geavi&, na profundidade de 0-10cm,
segundo normas da ABNT para formar uma amostra gst@ignificativa para os estudos
em questao.
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3.1.2 Caracteristicas das amostras

As amostras coletadas foram previamente -caraadaszapelo IAGRO -
Departamento de Inspecéo e Defesa Agropecuariaatie Grosso do Sul.
Sendo os resultados estdo expostos nos quadro® &, 80 e as interpretacdes dos

mesmos no quadro 11.

3.1.3 Determinacdo de umidade gravimétrica do solo e

umidade residual

Para a determinacdo da umidade gravimétrica dofgmm pesadas, em triplicata,
10g de solo com precisdo de 0,001g; posteriorméori@n secas a temperatura de 105°C
por 24h e, apdés aclimatamento em dessecador, nadeapesagem, foram novamente
pesadas na mesma balanca utilizada no inicio.

Na determinacdo da umidade residual, a 150g de smdo (a 105°C, por 24h)
adicionou-se 2mL de agua destilada com o auxiliocugea pipeta graduada. O torréo
formado foi retirado e colocado em uma placa dei Bdevado a estufa a temperatura de
105°C por 24 horas. A umidade residual foi calcalpdlo peso seco do solo que absorveu
os 2mL de 4gua adicionados em relacdo a umidadenédiica.

A umidade residual representa a quantidade de@griasta consegue adsorver e a
planta ndo consegue retirar e a umidade do sawifgétrica) indica a quantidade de agua

no momento da analise, sendo ambos os resultagosssgs em percentagem.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Padrdes, resinas, reagentes e solucdes

Os padrdes de Glifosato (98% de pureza) e AMPA (driY), ambos puros e
certificados (Dr. EHRENSTORFER, AUGSBURG, ALEMANHAforam importados. O
HCI classe concentrado para andlise (MALLINCKRODTetanol para HPLC (EM-
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SCIENSE), acetato de etila para HPLC (MERK) e NaOHNAMICA) foram utilizados

para a extracao e na troca ionica.

As resinas IRA-420 Amberlite fortemente bésica” (Cle IR-120 Amberlite

fortemente acida (N§ (SYNTH) foram utilizadas para a troca idnica.

O anidrido trifluoroacético (VETEC) e o trifluor@etol (J. T. BAKER) foram
utilizados na derivatizagdo do glifosato e do AMPPA4agua utilizada para a andlise foi
agua ultra-pura.

Foram utilizados também um purificador de agudi \@ilda MILIPORE, um banho
de ultra-som UNIC-120W e 40Khz, estufa a vacuo TBCN'E-395 anexada em uma
bomba a vacuo TECNAL TE-058, centrifuga COLE-PARM@B0O0rpm), rotaevaporador
TE-120 da TECNAL (60 rpm a 60°C e —650 mmHg), éitldr TRITOLINE ALPHA da
SCHOTT.

As solucbes estoque de glifosato e AMPA foram pesges com agua deionizada
nas concentragbes de 1009ppm para glifosato e 1 pgpye AMPA. Preparou-se uma

solucéo intermediaria de 100ppm para o glifosato.

As solucdes de trabalho foram de 0,1; 1,0 e 2,0 para glifosato e 1,0 ppm para
AMPA.

3.2.2 Instrumentacao

As andlises foram realizadas em um CG-EM (cromaféggasoso GC-17A
acoplado a um espectrometro de massa QP-5000, #dABHU), com uma coluna
capilar de 30m de comprimento, diametro de 0,32naspessura do filme de Qi (VA-
608) da VARIAN, especifica para pesticidas com terajra limite de 280°C. O gas
utilizado para o arraste foi o Hélio ultra puro edo de injecdo sem divisdo de amostra
(splitless).

As condi¢bes cromatograficas foram:

e Temperatura do injetor: 260°C
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e Temperatura da interface: 260°C

e Temperatura inicial: 70°C

e Programa de temperatura da coluna:  70° duraniaos;
70 - 270°C (28,8°C.mti
270°C (6,06 min.)

e Pressao da coluna: 20 kPa

e Fluxo da coluna: 1,5 mL. mih

e Tempo de amostragem: 15 minutos

e Modo de injecéo: sem divisasp(itless)

e Volume de injecdo:iL.

O espectrometro de massa € operado na modalidadgdeto de elétrons (El), os
ions monitorados foram m/z 238,05; 260; 411 paglifosato e m/z 246 e 302,05 para o
AMPA, estes ions foram escolhidos devido as suased intensidades, o ion-molecular
511 (massa do glifosato derivatizado) ndo foi noyado devido a massa elevada e para o
AMPA derivatizado o seu ion-molecular ndo apreses® com uma intensidade
significativa e poderia prejudicar a sensibilidabestes espectros, os fragmentos com

massas moleculares correspondentes apresentarammbansidade.

3.2.3 Preparo da amostra de solo para extracao

Nesta fase seguimos a metodologia descrita por BSRON e TORSTENSSON

(2000).

Amostras de 10g de solo sdo tratadas por 30 mimoiws10mL de NaOH 1M no
ultra-som, sendo, posteriormente, centrifugadas Jdrminutos em 3400 rpm. e oS
sobrenadantes filtrados em papel de filtro quantdaRepete-se o procedimento, lavando-
se finalmente o frasco com 5mL de NaOH 1M.

Aliquota de 4,2mL de HCI concentrado é adicionadzada extrato e o volume
elevado a 200mL com agua ultrapura. Ajusta-se oppth 2, mantendo a amostra em
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temperatura ambiente por 1-2 horas (ocorre formdedarecipitados de acidos organicos).
Reserva-se 50mL da parte superior do extrato.

3.24 Preparo das colunas para a troca idnica

Nesta fase seguimos a metodologia descrita por BSRON e TORSTENSSON
(2000) com modificacoes.

Um volume de 8 mL de resina Amberlite IR-120 é mtiado a uma coluna de
vidro de 10 cm de altura e 3 cm de largura. A gegincondicionada com a adicdo em
sequéncia de 20 mL de agua deionizada, 40 mL deGiZCM e 1 mL de HCI 6 M.
Descarta-se esse material eluido. A amostra é geagsda coluna a um fluxo de 2 mL.min
! por duas vezes. O eluato é obtido com a aplicdedbx 2,8mL e 2 x 3,7mL de HCI 6 M
em um fluxo de 2 mL.mih Os eluidos isolados sdo coletados em tubos gaas
adiciona-se 4 mL de NaOH 10 M.

Um volume de 4 mL de resina Amberlite IRA-420 écamiado a uma coluna de
vidro, sendo a resina condicionada com trés paaE®,5mL de HCI6 M e 1 mL de HCI
concentrado. Os eluidos anteriormente isoladopadsados nesta coluna a um fluxo de 2
mL.min™; repete-se o procedimento. A amostra é eluidatlma com 1 x 1mL e 2 x 2mL
com HCI 6 M.

Todas as amostras séo coletadas em frascos dedeidumdo redondo. A amostra é
evaporada a secura sob vacuo em um rotaevapora@@?Cae pressdo de 500 mmHg.
Adiciona-se 5 mL de agua e a evaporacao é repddidaolve-se a amostra em 1mL de
agua-metanol-HCI (160-40-2,7) (v/vi/v) e transfegefgara uma ampola de vidro; essa
solucao é utilizada para impedir que o glifosatbAMPA figuem adsorvidos na parede de

vidro do recipiente. A amostra é evaporada a semiranitrogénio.
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3.25 Derivatizacéo

A derivatizacdo é realizada adicionando-se 1|@0@e anidrido trifluoroacético
(TFAA) e 40QuL de trifluoretanol (TFE) dentro da ampola. A amggydechada em bico de
Bunsen, € mantida a 100°C por 1,5 hora. ApGs aatdcdo em temperatura ambiente, a
amostra é evaporada sob fluxo de nitrogénio e seldisla em 1mL de acetato de etila,
sendo finalmente transferida a um frasco com tampaeservada para analise
cromatogréafica no CG-EM.

A derivatizacdo € uma etapa critica devido asgsenglie podem ocorrer com a
mostra em alta temperatura (100°C). Para evitatggera amostra é colocada em uma
ampola e lacrada em bico de Bunsen.

Foi preparada uma amostra com 2&DL™ de glifosato e AMPA, realizou-se a
derivatizacdo, suspendeu a 1 mL com acetato deectiljetou-se a mesma trés horas apoés
a derivatizacdo e anotou-se a area do pico. Estateanfoi dividida em duas partes, uma
parte foi armazenada em geladeira, enquanto afouttamazenada em freezer, a fim de se
testar a estabilidade do composto derivatizadoasEstmostras foram injetadas em

triplicata, apés um periodo de 3, 24, 48, 72, 36@&horas.

3.2.6 Determinacéo do Limite Observado de Deteccao (LOD)
e do Limite Observado de Quantificacao (LOQ)

Os limites de deteccdo do método (LOD) foram calto$ conforme proposto por
LONG e WINEFORDNER (1983) e LEITE (2002), segund® quais tais limites s&o
calculados a partir de trés vezes o sinal de éddetector ou da linha base. Os limites de
quantificagdo (LOQ) foram calculados como dez vezesnal de ruido do detector ou
produzido pela linha base, obtido a partir dasasinde calibragcdo de cada um dos padrdes
(MILLER e MILLER, 1993).
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3.2.7 Fortificacado das amostras

As contaminacoes foram feitas em 10 g de solo soligéo de trabalho de 2 e 1
ppm de glifosato e AMPA, de modo a se obter comaeéab final de 1, 3 e 5 LOQ (Limite
Observado de Quantificacédo), as concentracoes fot#tidas com 60, 180 e 300 da
solucéo de glifosato e 40, 120 e g00com microseringa HAMILTON 81000 de 10D.
Para cada nivel, as contaminacdes foram feitagiplicdtas, sendo realizadas também em

triplicata as injegBes cromatograficas de cad#ifatao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Umidade do solo e umidade residual

Os resultados obtidos para a umidade residual idage de solo foram 3,71% e
28,63%. Estes dados indicam que o solo consegee 3gt1% de umidade do solo e as
plantas ndo conseguem retirar essa agua, porquaca@entre as particulas de argila e as
moléculas de 4gua sdo maiores que a atracdo das dds plantas. A 4gua no solo nem
sempre encontra-se disponivel, a umidade do salwanque existe uma determinada
guantia de agua, no entanto este é um valor vdyigees esta pode provir de chuva ou
irrigacdo, a medida que penetra no solo. O ar ek e ela ocupa os poros, tanto os
macroporos e 0s microporos. Como o fornecimentdeseontinuo, no decorrer dos dias
esse volume diminui, por evaporacéo, percolacdms@rgéo pelas raizes, neste momento a
succao matricial é de 0,1 a 0,2 bar (BRADY, 1988)a retirada continuar, havera agua no
solo e no entanto ela estara retida com grandesictede, pelos coldides do solo,
recebendo o termo de coeficiente higroscopico, aeptesenta-se a abaixo de 5% de
umidade e a tensédo é de 15 bar acima.

4.2 Composicdo quimica do solo

Os resultados da anélise do solo estdo nas quéadis 8 e as interpretacdes nas
quadro 9.

Quadro 6 — Resultados da andlise quimica para macronutsiete solo da amostra
coletada na UFMS em 17 de julho de 2002 Campoderav S

pH P M.O. | Tex- K | ca® | Mmg@ | AI® [H+AI™°| S T
ng.cm®| % | Tura Emq.100cr?

5,7 2,3 15 1 0,19 3,4 13 0,2 3,3 4,8%8,19
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Quadro 7 — Resultados da andlise quimica do solo para mittientes da amostra
coletada na UFMS em 17 de julho de 2002, Campoderad S
Ferro Manganés Cobre Zinco

mg.dni®

110,28 141,00 22,16 37,17

Quadro 8 — Resultados da analise granulométrica do soletad na UFMS em 17 de
julho de 2002, Campo Grande- MS

Argila Silte ou limo Areia total
% % %
44 20 36

Quadro 9 — Quadro de classificacdo geral de andlise quidecsolo

Nivel pH Fasforo Potas- | M.O. [ Ca“+ | AI™ | Mg™
Textura Sio % | Mg*
1 2 3 m.e. m.e. | me. | me.

Muito 0-5,0 0a3,0 0a6,0 0ald 0a0,050a25| O0aZ2 0a0,3] 0alO4
baixo

Baixo 51-55/ 3,1a6 6,1alp 10,1aj20 0,0dal0

Médio 56-6,0 6,1a9 121a18 20,1a|3W11a0,16] 2,6a-m 21a4 0,4alpba0,s

Bom +6,0 +9 +18 +30 +0,16 +5 +4 rx + 0,8

Observacdes:
Os nimeros 1, 2 e 3 correspondem a solos argilfraosps e arenosos respectivamente.
1- com mais de 35% de argila; 2- contem 15 a 35%gita ; 3- com menos de 15% de argila

*** acima de 0,7 m.e. (miliequivalente) é considianivel alto, toxicos para a maioria das culturas.

O termo macronutrientes indica os elementos esasnobtidos do solo pelas
plantas em quantidades relativamente grandes, @aais nitrogénio, fésforo, potassio,
calcio, magnésio e enxofre. Os micronutrientesisdigpensaveis também em quantidades
reduzidas e quando em teores elevados causamz@sgdantas.

A andlise quimica do solo indicou (pH 5,7), conrtde fésforo disponivel de 2,3
ng.cmi® e a matéria organica de 1,5% estavam muito baixalehl. O teor de potassio de
0,19 meq.100ci e magnésio estavam bom, isto ocorreu devido aag@io de calcério
dolomitico neste solo. Este mineral chamado dolomittambém denominado de

“calcareo" € usado largamente na agricultura, coomeetivo de solo, pois é composto de
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calcio e magnésio. O teor de aluminio, elementacédpara as plantas, apresentou-se
baixo (0,2 meq.100ct), devido também a aplicacéo de calcario.

Os teores dos micronutrientes ferro (110,28 mg)dmanganés (141,00 mg.din
(22,16 mg.dil) e zinco (37,17 mg.df) estavam muito elevado o que pode provocar

toxidez em plantas cultivadas.

4.3 Composicéo fisica do solo

A textura do solo foi classificado como argilosoigpseu teor de argila foi de 44% e
teores acima de 35% sé&o assim denominados. A pgagesn de silte foi de 36% e o teor de
areia 36%.

A argila € composta por particulas com menos de20r@m de diametro, o silte
varia de 0,002 a 0,02 mm, a areia de 0,02 a 2 naginea de 2 mm é a denominacao de
cascalho (BRADY, 1983).

O solo foi classificado como sendo Latossolo Vehogelextura argilosa.

Este elevado teor de argila e silte no solo compete a extracdo do glifosato e
AMPA do solo (SHEAL&et al.,, 2003).

10
argila
90 / \
Ju. / \.‘.I[}
f A
\\
80 \ 20
.\\
o *
v 70/ \ 30 2
oy / \ Li
&£ Y
S Kl
éf’ 60 Argila \ 4 :_}
& 50 P
é‘\?— \ A Y )
& / Argila \ — "o-
& a0, — [ o
L3 /' arenosa '\ Vo <
Q‘U y. b, Y \, Barro siltico- v
) Barro argilaso Y\ &
30 /' Barro argilo- "‘-\‘I grioso Y 70
,/ arenoso ) V4
20 S
Barro // 80
10 Barro arenoso “/ LML
c"o;jlﬁ,- — a -
S Araia 9 Silte 100)
0 : L4 . / / I
- . silte
;r{i?:ﬁ 80 80 70 80 50 40 30 20 10 o]
PERCEWTAGEM DE AREIA

Figura5 Diagrama de distribuicdo de porcentagem de arglie e areia para
determinacgédo de tipo de solo (BRADY, 1983)
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O diagrama da figura 5 mostra a relacdo entre cenganclasse de um solo e sua
distribuicdo por porcentagem de particulas. Naizatfo do diagrama, 0s pontos
correspondentes as porcentagem de argila e sifte sélizados para determinar o tipo de
solo. S&o tracadas linhas internas, primeirameataigla ao teor de argila a partir do teor
de areia , depois traceja-se uma paralela ao teareia a partir do teor de argila. O
compartimento em que as duas linhas se cruzaresmdea o tipo de solo. A amostra de

solo utilizada foi classificada como argilosa.

4.4 Derivatizacao do glifosato e AMPA com TFAA e TFE

A analise dos compostos derivatizados de glifosafiMPA foram analisadas na

forma como é mostrado na figura 6.

F.C O
3 /) PN
HO PH TFAAITFE FCT 0 Y/\(') o
%\N/\IL:O %N IT’:O
H | 100°C/1h
o) OH O O _-CF;
Glifosato Glifosato-Derivatizado
0
PH TEAA/TFE )k (I)/\CF3
H N Sp=o - F,C N~ P=o0
2 | 100°C/1h H I
OH O _-CF;
AMPA AMPA-Derivatizado

Figura 6 Estrutura do Glifosato e AMPA antes e depois devdtzado com TFE e
TFAA.

Foram feitas modificacdbes na metodologia que aterem a deteccao dos
compostos estudados. 1) A reacdo de derivatizajaedlizada em estufa a 100°C por 1
hora e, os reagentes foram colocados em ampolagldee, as mesmas foram fechadas
soldando-se a ponta da ampola com o auxilio de ismmde Bunsen e uma pinga. 2) A
troca do HCI 10 mol.t por NaOH 10mol.l}, uma vez que a resina Amberlite IRA-420,
tem o comportamento de realizar troca de aniorssmago adicionarmos uma solucéo 10
mol.L™ de NaOH, no eluato da resina Amberlite IR-120, gaizou troca catiénica com a

amostra, o sinal detectado foi aumentado, por gildessato pode ser extraido da coluna.
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Esse aumento ocorre porque o glifosato ao sercellddresina catibnica apresenta carga
positiva com pKa em torno de 2. Ao ser adicionadol6de NaOH 10 mol.t e o pH da
solucao ajustado em 6-8, de acordo com 0 seu plgifosato apresentaria ionizacdo de
todos os grupos Hcom excecgdo do préton do grupo amino. Isso podeolsservado
analisando a figura 8.

O LOD e o LOQ foram calculados em relagéo alturapobo do cromatograma

mostrado na figura 7. Os valores obtidos foramqu@Q ™ para o glifosato e 0 AMPA.

4.536.010

glifosato

AP, 7446463
il
0 T T T
5 10 15
Figura 7 Cromatograma total de ions para uma injecaquledé amostra de 6ppm de

glifosato e AMPA depois de derivatizados no modu sévisao gplitless.
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o
N . ]
HO —r—CH,—"NH, — CH,—P— OH
|
OH

I pka = 2

0
N . ]
HO—C—CH,— "NH ,— CH —P— "

|
aH

Jj_ |8 pka = 26

-0—rC-CH,— MH_— CH -P— O

Jj, 1T pka = 9.6

[u] u]
1 . 1]
‘00— CH,— "NH, = CH —F— D

|
o

i1 pKa = 10.6

[
‘0—0o—CH,— MH, — l:Hz—II:— o
s

Figura 8 Espécies ibnicas do glifosato em diferentes valodes pKa
(SPRANKLEet.al.1975).
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4.5 Proposta de um mecanismo de derivatizagao

Nos esquemas 1 e 2 estdo apresentados 0S segmataismos propostos,
segundo as reacfes classicas da quimica orgamaaapderivatizacdo do glifosato e do

AMPA, respectivamente.

Esquema 1 Proposta de mecanismo de reacdo para a derivatizbgdlifosato, com

base em mecanismos de reacdes classicas da qongéceca

Etapa 1 - Ataque nucleofilico do nitrogénio do glifosato aeidmido trifluoroacético -

Reacéo de acilacéo

0
F,C__ 0O F.C F.C._ O
oo o oo 0
y\NH IP:O y\N IP:o + FSC%
A
o OH o} OH OH

Intermediario A

Etapa 2 - Ataque nucleofilico do trifluoroetanol ao interm&dd A, sob catalise acida

Processo de esterificacdo de acidos carboxilicos

F,C._ O F,C- (6]
HO \]% oH H* HO \f oH
PN
%\N/\T:o + %\N T:o
0 OH HO) OH
Intermediario A P
+ F,C~ TOH
F,C._ -0
R
HO"{\N/\ITZO
OH ™~ OH |
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Esquema 1 Proposta de mecanismo de reacdo para a derivatizbgdlifosato, com

base em mecanismos de reacdes classicas da qongécaca continuacao)

F,C._ _~-O F3C. 0
on T on L OH T on
Y - /\IL

|

HO N P=0 H N =0
P —
* OH OH <O OH

CF CF

. FSCYO F.C. O
: OH H,0 : OH
A~ A~
p _— — +
: >/\N P=0 + H,0

F:C_© OH FC_O OH

Intermediario B

Etapa 3 - Ataque nucleofilico do trifluoroetanol ao grujpsfonico do intermediario B sob
catalise acida.
F,C._ -0

o[
PN +
N =
F,C. O Fe c?/\ g
3TN

0 Y H H*

PN

+ FC” TOH
R0 H F.C O
Intermediério B o Y/\?H
YN PSOH
F,C._-©O OH
FacYO F.C._ O
| HO_ oH ~\ﬁ4o
O>/\N/\\P/ - o /\\/OH
AN N V\N RN
F.C_O HO" "OH CF, F.C._O HQ/ O __CF,
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Intermediario C

Etapa 4 —Novo ataque nucleofilico do trifluoroetanol ao grupofémico do intermediario

C, sob catalise acida.

FC. O
OH
0 \f [+
>/\N/\P=OH
FC P FC._O N
\f OH 3N O\/CF3
O ‘ H+
YN p=0 PN
F.C \ + FC H
L0 O _CF; F.C o]
Intermediario C o OH
Y\N/\Iiﬁ—OH
|
F3C\/O O\/CF3
F.C. O Y F.C 0,
0 ~\ﬁ|o\ OH CF, o) YHZO o cr
Y\N/\P ~V, 3
7N N© P
F,.C._O <O OH F,C._O <O OH
CF, CF,

S
=0 + H,O*
~

Glifosato Derivatizado
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Esquema 2 Proposta de mecanismo de reacdo para a derivatidacAMPA, com base

em mecanismos de reacdes classicas da quimicaaargan

Etapa 1 - Ataque nucleofilico do nitrogénio do AMPA ao dmdo trifluoroacético-

Reacéo de acilacéo

OH Co ) o .
HN > P=0 + L = F (:)k a /\Cl)i
3

2
Cl)H F.C» 0" "CF, o NH, P=0
CF, OH
0
0 e
- g T L QH 0
F,C™ "NH, “P=0 FC” N7 p=o0 + F3C4<
OH Ho L OH

Intermediario A

Etapa 2 - Ataque nucleofilico do trifluoroetanol ao grupcsfianico do intermediario A,

sob catélise acida

?H
e
. F.c” N7 PSOH
DG ”
N
E + F,c” OH
OH
(0]
Intermediario A /\?H
OH
.HO OH R HO
AN\ - )J\ /\\COH
FLC N P = FC NP
H 7N N 3 H +/\
HO “OH CF, Ho) OL _CF
2 N3
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Esquema 2 Proposta de mecanismo de reacdo para a derivatidacAMPA, com base
em mecanismos de reacdes classicas da quimicaaa@g@mtinuacad
o - 0

oH H,0 . OoH
J\N/\*D 2 J\/\I:3

.
=OH =———— F,Cc N
H H

F,C

O

~_-CF, 0

Intermediario B

Etapa 3 —Novo ataque nucleofilico do trifluoroetanol ao gydpsfénico do intermediario
B, sob catalise &cida.

?/\Ct3
3 = |
tCYMv?TOH
JufeLeqIgLIO B ) OH
H C\)/\CtS 5 H
+ ETC
t’c. _WN_ b=0 ~
\ﬂ/ vé)H H-
o y ?/\Ct3
3 Vars
E'C I/I\/I‘:a_(i)H
OH
o - + o - PN
ko oH cF L 5,07 “er,
N : F.C N/\}D/
F,C H P X N Py
<O OH O OH
CF, CF,

o Py o -
ISP IS W S

FC™ "N” "P=OH —— FC H P=0 + H,0*
O._CF, O._CF,

AMPA Derivatizado

A reacao de derivatizacao é feita com excesso @A T-TFE por dois motivos: o

primeiro deve-se ao fato de as etapas de formagacochposto derivatizado serem de
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equilibrio; assim, pela adicdo de excesso de pelwosium dos reagentes, a reacao tendera
a se deslocar no sentido de formacédo dos compdstostizados. O segundo motivo € a
possivel reacdo do TFE e/ou do TFAA com interfa®igue possam ter ficado na amostra
mesmo apos a purificacdo. Além dos fatos citadristean, também, possiveis reacdes

competitivas entre os reagentes e os produtos fwrsndurante a reagéo.

45.1 Reacgdes competitivas durante a derivatizaga

O esquema 3 mostra as reacdes competitivas quempoderrer durante o
processo de derivatizagéo.

Durante a derivatizacdo do glifosato e AMPA, ocaréormacdo de agua, a
gual pode reagir com o TFAA formando o seu acidoespondente. O TFAA também
pode reagir com o préprio TFE formando um éstaniaido correspondente, originando a
necessidade de se colocar um excesso ainda maidfAke, mesmo ele reagindo apenas
no grupamento aminico do glifosato e AMPA. O TFEnalde reagir com o TFAA,
também pode reagir com o &cido trifluoroacéticomfmdo em uma das etapas de

derivatizacdo ou pela reacdo do TFAA com a agumdndo um éster e mais agua.

Esquema 3 Reacbes competitivas que podem ocorrer durapteaesso de derivatizacao
do glifosato e do AMPA

0] 0]

JO I+ wo

F,c~ "0~ “CF

o)
2 Fgc% (3a)
OH

I 7
+ F C% 3b
FCc” Yo7 cF, o (30)

H+

@)
Fsc% + F3C/\OH PN + H,O (3¢)
OH F.C (@) CF,

o
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4.6 Curva de calibracéo

Apenas o padréao referente a 0,5 LOQ nao apresemawboa resposta e por isso, o
mesmo foi descartado para confeccdo da curva dbrag#o. Segue abaixo alguns

cromatogramas obtidos para a confeccao da curealideacao.

AMF‘ET EYTEE]
if
JWLM
0
5 10
Figura 9 Cromatograma do AMPA e glifosato derivatizados nacentracado de 30

ng.L* (1LOQ).

AkPdalidzato 15,728

504

P N e—

5 10

Figura 10 Cromatograma do AMPA e glifosato derivatizados nacentragdo de 90
ng.L™* (3LOQ).

[lifdzatn 32,543
AkPA,

50

A

5 10

Figura 11  Cromatograma do AMPA e glifosato derivatizados oacentracdo de 150
ng.L* (5LOQ).
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Andpdalifdzato 64.324

504

k,___nl'u__

| P—

5 10

Figura 12  Cromatograma do AMPA e glifosato derivatizados oacentracdo de 300
ng.L™* (10LOQ).

Os padrées foram injetados 3 vezes para cada doac&m 24 horas apls a
derivatizacéo, sendo que era injetado um volume e no modo sem divisdo. Obteve-se

0s seguintes dados constantes na quadro 10.

Quadro 10 Dados obtidos para a confeccdo da curva de cdibrpara o glifosato
derivatizado

Massa (ng) Area Média CV (%) T Médio (min) CV (%)
0 0 0 0 0
30 8254 1,322 5,512 0,237
a0 26744 0,603 5,510 0,051
150 47146 0,611 5,516 0,0105
300 102838 9,05 5,511 0,346

Com os dados da quadro acima confeccionou-se a dergalibragao a sequir.

60

DISSERTACAO DEMESTRADO - DQI/CCET/UFMS - TOMAZ ALVES DE SOUZA



AVALIACAO DE METODOLOGIA ANALITICA DE GLIFOSATO EM SOLO PORCG-EM Resultados e Discussao

1200007
1000007
800007]
@ 600007
= ] (Y)=A+B*(X)
Param  Value
4000077
A -
i Bris sarn
200007 R =0,99871
0
I ' I " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
0 50 100 150 200 250 300

massa (ng)

Grafico 1 Curva de calibracao para o glifosato derivatizado.

Do grafico 1 obteve- a seguinte equacéo da reta:
A = A=-2314,41561 + 344.83084 . M;, onde:

A corresponde a area do pico e M a massa de dhfdesivatizado.

A linearidade obtida foi considerada boa, poisddicionado um ponto de massa
consideravelmente “alta” (10LOQ), com o qual nemMme se obtém uma linearidade
satisfatéria. Os dados obtidos para a confeccamna de calibracdo do AMPA estdo na
quadro 11 e a curva no gréfico 2.

Quadro 11 Dados obtidos para a confeccdo da curva de cdibrpgara o AMPA

derivgtizado
Massa (ng) Area Média CV (%) T Médio (min) CV (%)
0 0 0 0 0
30 8028 1,92 4,939 0,272
90 23399 1,23 4,951 0,0143
150 42181 1,14 4,944 0,0429
300 81059 1,93 4,942 0,172
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Gréfico 2 Curva de calibragcéo para o AMPA derivatizado.

Do grafico 2 obteve-se a seguinte equacao da reta:
A =-3861,83084 + 343,42468 M., onde:

Onde A corresponde a corresponde a area do pico & Massa de AMPA
derivatizado.

A linearidade obtida foi melhor que a obtida paralidosato, utilizando-se os
mesmos valores de massa, uma vez que o LOQ do ABIRfual ao do glifosato. O
coeficiente de variancia relativo (CV) também é arepara o AMPA do que para o
glifosato, mesmo na concentragcdo de 10 LOQ, o CVAM®A se mostrou relativamente
baixo, 0 que néo ocorreu para o glifosato, no quadta mesma concentracao o CV teve
um grande aumento comparado-se com 0s de condegragnores.

Apés a confeccdo das curvas de calibracéo, vezfsdifcacdo de 10 g de solo
com 120, 360 e 600 ng glifosato e AMPA, esperousseperiodo de 24 horas e fez se a
extracao, purificacédo e derivatizacdo conforme mk@sco procedimento experimental, essa
amostra durante o processo de extracao € divididguatro partes.

As amostras foram feitas em triplicata para cadeeotracdo e, cada amostra foi
injetada trés vezes 24 horas ap0s a derivatiz&@idados obtidos foram encontram-se nas
quadros 12-17.
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Quadro 12 Porcentagem de recuperacao obtida, em uma amastificdda com
glifosato (1 LOQ), com extracdo 24h apos a fowrifi@o

Amostra Area Média CV (%) T, Médio (min) CV (%) Recuperacao (%)

1A 6677 3,57 5,504 0,103 86,92
1B 6020 4,03 5,519 0,077 80,56
1C 4966 1,13 5,532 0,480 70,37

Quadro 13 Porcentagem de recuperacao obtida, em uma amastiicdda com
glifosato (3 LOQ), com extracdo 24h apos a fowrifi@o

Amostra Area Média CV (%) T, Médio (min) CV (%) Recuperacao (%)

3A 21662 16,41 5,634 2,97 77,26
3B 16579 4,77 5,574 1,70 60,88
3C 17092 6,74 5,509 0,039 62,53

Quadro 14 Porcentagem de recuperacao obtida, em uma amastiicdda com
glifosato (5 LOQ), com extracdo 24h apos a fowrifi@o

Amostra Area Média CV (%) T, Médio (min) CV (%) Recuperacao (%)

S5A 43346 2,31 5,522 0,051 88,27
5B 45398 1,82 5,520 0,021 92,24
5C 40592 4,03 5,516 0,128 82,95

Quadro 15 Porcentagem de recuperacado obtida, em uma amodtfigdda com AMPA
(1 LOQ), com extracdo 24h apos a fortificagdo

Amostra Area Média CV (%) T, Médio (min) CV (%) Recuperacao (%)

1A 8828 3,06 4,932 0,17 108,83
1B 9052 5,7 4,939 0,23 110,46
1C 7120 4,25 4,944 0,021 87,90

Quadro 16 Porcentagem de recuperacado obtida, em uma amodtfigdda com AMPA
(3 LOQ), com extracao 24h apds a fortificacédo

Amostra Area Média CV (%) T, Médio (min) CV (%) Recuperacao (%)

3A 19750 0,34 4,935 0,27 80,94
3B 16553 8,30 4,931 0,10 67,87
3C 22564 12,00 4,928 0,029 92,44
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Quadro 17 Porcentagem de recuperacao obtida, em uma amodtfigdda com AMPA
(5LOQ), com extracdo 24h apods a fortificacéo

Amostra Area Média CV (%) T, Médio (min) CV (%) Recuperacio (%)

5A 39344 4,410 4,946 0,100 96,63
5B 36177 0,416 4,933 0,258 88,86
5C 37200 3,490 4,933 0,258 91,37

As baixas recuperacbes amostras de solo, ocorreidodao alto teor de ferro,
aluminio e cobre no solo. BARJAt al., 2001, verificou que o ferro forma complexos
facilmente com glifosato. AMARANTE JUNIORet al(2001b), cita que existe uma
competicdo do fosfato com ions'Edre?e Al*® e SHEALSet al.(2003) estuda a adsorcéo
do glifosato e cobre em goetita (A goetita € unddxde ferro que confere cores amareladas
ao solo, estando presente em condi¢des mais fliasdas).

O glifosato e 0 AMPA também podem ficar adsorvidossolo de forma que a
extracdo com NaOH 1 mol'iseja apenas parcial.

Excluindo-se algumas recuperacdoes do glifosato ePAMem 3 LOQ, as
recuperacdes obtidas podem ser consideradas sgat&favisto que, grande parte destas
recuperacfes esta na faixa de 70-120% que € adaixacuperacdo recomendada pelo
GARP e EPA.

Uma grande fonte de erro € o fato de que houvasétapas de preparo da amostra
para a injecao, (extracdo, purificacdo e derivafiaq 0 que pode acarretar em perdas
significativas do analito.

O processo de purificacao deve ser feito com coidpdis ocorre a formacgao de
cloreto de sdédio no final do processo, sendo gte tesn uma pequena solubilidade em
acetato de etila, 0 que pode obstruir a coluna atognafica ou falsear o resultado da
analise. Portanto, as resinas devem ser lavaddess#enegativo para cloreto antes de se
fazer a eluicdo, a fim de se eliminar o'a excesso de Cl
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4.7 Analise de amostra real

A andlise do solo forneceu o cromatograma apregema figura 13:

GW 6,198
AkdPA,
¥ " M/\*IIV\M
1]
] 10

Figura 13  Cromatograma do AMPA e glifosato derivatizadosaanostra de solo da

Fazenda Bom Sucesso em Jaraguari-bA&mbro de 2003.

O solo apresentou uma média de massa de 22,38 ag.glifosato e 4,4012 nglg
para AMPA.

4.7 Andlise de degradacao de glifosato e AMPA derivat@os

No acompanhamento da degradacdo os dados obtidosteam-se no quadro 19, o
tempo zero ndo é acompanhado pois a amostra devackmatada na temperatura
ambiente.

Quadro 18 Variacdo da area do pico relativo ao glifosato eAMPA, com o tempo,
sendo estes armazenados em freezer (-2°C).

Tempo (h) Area Média CV (%) Area Média CV (%)
Glifosato AMPA

3 23486 2,59 23680 7,37
24 61473 9,22 72160 5,14
48 54573 6,13 55450 7,02
72 52971 3,97 48987 5,78
96 50398 4,56 44977 0,70
360 41366 12,49 43113 1,94
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Com estes dados foi plotado o grafico a fim deoelecaimento da area do pico
relativo ao glifosato e AMPA guando estes sao aemados no freezer.

Gréfico de degradacgéo do produto derivatizado armazenado em freezer
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Grafico3  Acompanhamento da degradacgéo do glifosato e do AMPA
derivatizados, armazenados em freezer.

Da amostra armazenada na geladeira obteve-se os dadjuadro 19:

Quadro 19 Variacao da area do pico relativo ao glifosato eAMPA, com o
tempo, sendo estes armazenados em geladeira (5°C)

Tempo (h) Area Média CV (%) Area Média CV (%)
Glifosato AMPA

3 23486 2,59 23680 7,37
24 71615 5,23 80649 9,64
48 62699 0,52 67125 1,15
72 52752 9,45 51189 2,79
96 50766 1,40 43113 2,73
360 39558 3,51 42716 7,37
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Com estes dados vez se um gréfico a fim de vercaimento da area do pico

relativo ao glifosato e AMPA quando estes sdo aemados na geladeira.

Grafico de degradacéo dos produtos derivatizados armazenados em geladeira
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Gréfico 4 Acompanhamento da degradacéo do glifosato e do AMPA
derivatizados, armazenados em geladeira.

Através dos graficos 3 e 4, pode-se notar claraneute 24 horas apls a
derivatizagdo, obtém-se a area maxima tanto pdosatio quanto para o AMPA. A partir
dai as areas dos picos relativos a glifosato e AMBAvatizados comecam a decair, até
gue, apos cinco dias comeca a estabilizar e némtsedo grande diferenca de area dez
dias depois. Para a andlise o ideal seria que a&temfosse injetada 24 horas apods a
derivatizagao.

O composto derivatizado se decompde rapido nosepomsdias, porém a medida
gue o tempo passa a taxa de decomposicdo vai didonaté um ponto onde 0 composto
apresenta uma degradacéao lenta em relacao aosrprihtias.

Como apos 24 horas se obtém o maior valor de @m@ags picos ndo importando a
forma de armazenamento. As amostras de solo conparasconfeccédo da curva foram
injetadas apenas 24 horas ap0s a derivatizac@attstento pode ser decorrente do fato de

gue o composto derivatizado precise de um tempmrntpie 3 horas para atingir o
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equilibrio. Este equilibrio estard mais deslocadosentido dos produtos derivatizados,
apdés um tempo de aproximadamente um dia.

Com o intuito de verificar qual o melhor local denazenamento do composto
derivatizado plotou-se um grafico, comparando-sdeoaimento da area do glifosato

derivatizado com o tempo, sendo um armazenadaeadr e outro na geladeira.

Comparacéo entre o glifosato armazenado no freezer e na geladeira
80000

—MB— Freezer
70000 - ’\ —e— Geladeira

60000 \
) ~—
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20000
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Grafico 5 Comparacao entre os dois meios de armazenameiato géfosato
(freezer x geladeira).

Fez se o mesmo para o AMPA e obteve-se 0 seguiifieq
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Comparacao do AMPA armazenado no freezer e na geladeira
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Grafico 6 Comparacao entre os dois meios de armazenameiato paviPA

(freezer x geladeira).

Com base nos gréaficos acima se pode afirmar que garmazenamento a um
periodo maior que o de uma semana, ndo ha difereigoéicativa entre as areas de
glifosato e AMPA derivatizados, sejam eles armadesaa geladeira ou no freezer. Porém
0 pico de maior area (apés 24 horas) tanto pai@sgto derivatizado quanto para AMPA
derivatizado é maior quando estes sdo armazenal@gladeira, portanto as amostras

foram armazenadas na geladeira por 24 horas, ppmsdserem injetadas no cromatografo.
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5 CONCLUSAO

As recuperagdes para o AMPA e o glifosato, coirmid com os valores obtidos na
metodologia de BORJESSON e TORSTENSSON (2000).r&n& nas amostra de 20 e 40
dias apds a contaminacdo ndo foi detectado gldcsaMPA.

Estes resultados estdo de acordo com os encositnaditeratura, que observaram que
o glifosato foi rapidamente e extensivamente miiE@o apos a aplicagdo. Os autores ainda
observaram que 50% do herbicida aplicado foi miiza@o e que 60% do composto foi
convertido para dioxido de carbono apds uma segapligacao, justificando a ndo deteccdo
do glifosato e AMPA nas amostras de solo.

A derivatizagdo com anidrido trifluoroacético &luoroetanol forneceu compostos
gue apresentaram reprodutividade e linearidadegrgiise por cromatografia gasosa. Apés a
derivatizagcdo a injegcao deve ser realizada predeiemente entre 20 e 28 horas, pois 0
composto derivatizado apresenta o0 maximo de acematografica.

Portanto pode-se afirmar que:

A metodologia pode ser melhorada com a substitud@diCl por NaOH durante a

purificacéo, antes da solugcéao ser passada petearé&h-420.

e O glifosato e seu metabdlito o AMPA pode ser gdigaato a partir de 30ppb e
qualificado a partir de 10ppb.

e A injecdo deve ser entre 20 e 28 horas apés aatiedgdo, pois nesse tempo a

recuperacao apresentou as melhores recuperacgoes.

e Sugestdes: A pesquisa deve ser melhorada paralsda.
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