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RESUMO

GIMENEZ, M. P. DETERMINAGAO DO GLIFOSATO E AcCIDO
AMINOMETILFOSFONICO (AMPA) EM SOLO VIA HPLC-MS/MS. 2019. 127 p.
Dissertagao (Mestrado em Tecnologia Nuclear) - Instituto de Pesquisas Energéticas
e Nucleares - IPEN-CNEN/SP, Sao Paulo.

O herbicida glifosato foi introduzido no mercado em 1970 e hoje é amplamente
utilizado em todo o mundo. Apds a aplicacdo, esse herbicida pode ser
metabolizado pelas plantas ou submetido a agua ou ao solo e pode ser degradado
por microrganismos presentes no solo. Fatores, como pH, granulometria e matéria
organica contribuem para sua adsorc¢ao no solo. Dependendo do teor de matéria
organica do solo, este herbicida é degradado em seu principal metabdlito, o acido
aminmetilfosfénico (AMPA). Atualmente, devido a complexidade dessa matriz, nao
existe legislacdo que regule o Limite Maximo de Residuos (LMR) de glifosato e
AMPA em solo no mundo. Portanto, o objetivo deste projeto € desenvolver e validar
um novo método analitico com sensibilidade, seletividade e precisdo para
quantificar o glifosato e AMPA no solo pela cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial. Neste projeto, parceria com a EMBRAPA
Soja e a EMBRAPA Solo para obtengdo das amostras. A preparagao da amostra
compreende as seguintes etapas: extracao, limpeza e derivatizacdo. A reagao de
derivatizacao, estado da arte, € o reagente fenilisotiocianato (PITC), alternativo ao
9-fluorenilmetil cloroformato (FMOC-CI), geralmente utilizado. Esse método
alternativo possui vantagens de produtividade, como uma preparagao mais simples
de amostra. A metodologia relatada neste trabalho é capaz de detectar residuos
de glifosato e AMPA no solo com limites de detecgao e quantificagdo, com 5,56 e
9,47 mg kg para o glifosato, respectivamente; 2,33 e 3,96 mg kg™ para o AMPA,
respectivamente. Para aplicabilidade, foram analisadas sessenta amostras de solo
de diferentes regides do Brasil. Em doze amostras, a presenca de AMPA foi

identificada e, em uma amostra, o glifosato foi identificado.

Palavras-chave: PITC; soja transgénica; FMOC-CI; validagdo de metodologia;
EPSPS.



ABSTRACT

GIMENEZ, M. P. DETERMINATION OF GLYPHOSATE AND
AMINOMETHYLPHOSPHONIC ACID (AMPA) IN SOIL BY HPLC-MS/MS. 2019.
127 p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia Nuclear) - Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares - IPEN-CNEN/SP, Sao Paulo.

The herbicide glyphosate was introduced in the market in 1970 and today is widely
used in the worldwide. After application, this herbicide can be metabolized by the
plants or undergoes to the water or soil and can be degraded by the microorganisms
in the soil. Factors, as pH, granulometry and organic matter, contribute for your
adsorption in the soil. Depend on organic matter content in the soil, this herbicide is
degraded in your main metabolite, aminomethylphosphonic acid (AMPA).
Currently, due the complexity of this matrix, there is no legislation that regulates the
Maximum Residue Limit (MRL) of glyphosate and AMPA in soil in the world.
Therefore, the goal of this project is developed and validate a new analytical method
with sensitivity, selectivity and accuracy to quantify glyphosate and AMPA in soil, by
liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry. In this project,
partnership with EMBRAPA Soja and EMBRAPA Solo to obtain samples. The
sample preparation comprises the following steps: extraction, cleaning and
derivatization. The derivatization reaction, state of the art is the
phenylisothiocyanate reagent (PITC), alternative to the 9-fluorenylmethyl
chloroformate (FMOC-CI), usually used. This alternative method has throughput
advantages such as simpler sample preparation. The methodology reported in this
work is capable of detecting residues of glyphosate and AMPA in soil with limits of
detection and quantification, with 5,56 and 9,47 mg kg™' for glyphosate, respectively;
2,33 and 3,96 mg kg™ for AMPA, respectively. For applicability, sixty soil samples
from different regions of Brazil were analyzed. In twelve samples the presence of

AMPA was identified end in one sample glyphosate was identified.

Key words: PITC; transgenic soybean; FMOC-CI; validation of methodology.
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1 INTRODUGCAO

Os herbicidas sdo amplamente utilizados na agricultura para controlar
plantas invasoras e aumentar a produgao agricola. O processo produtivo agricola
estd cada vez mais condicionado ao uso de agrotoxicos, pois estas substancias
sao consideradas de extrema importancia para o desenvolvimento econémico e
agricola do pais (MELO, 2018).

Considerando todos os agrotdxicos utilizados, o glifosato, € o produto
mais vendido no Brasil e no mundo, ocupando o primeiro lugar entre os herbicidas
mais utilizados, desde 2008. Desde sua introducéo, na década de 1970, vem sendo
amplamente utilizado no controle pds-emergente em varios tipos de cultura
transgénica e em praticamente todas as partes do mundo (TEVEZ et al., 2015;
KACZYNSKI et al., 2015; GALLI, 2005).

A ampla utilizacdo do glifosato no controle de plantas daninhas é
relacionada a toxicologia, ecotoxicologia, facilidade de manuseio, eficacia de
controle, ganhos de produtividade, entre outros, que tornaram esse herbicida, lider
mundial de vendas (MORAES et al., 2010).

Quando o glifosato é aplicado, parte do produto é diretamente absorvida,

permanecendo nas plantas daninhas, e parte € encaminhado para o solo.

A sorcao de herbicidas no solo € um processo importante, uma vez que
determina quanto do herbicida ficara retido no solo e quanto estara disponivel na
fase liquida do solo. Esta proporcdo pode afetar a sorgao pelas plantas, a
degradacgao microbiana, fotdlise, lixiviagao e transporte. A sor¢ao de glifosato no
solo € um fator chave, contribuindo para a vulnerabilidade deste durante a
degradacéao e o transporte.

O conhecimento da toxicidade e comportamento no ambiente de forma
mais detalhada em diferentes condigdes ambientais ainda s&o necessarios,
visando diminuir os riscos a biota e a possivel contaminagdo de agua, ar, solo e
alimentos (MORAES et al., 2010, KOSKINEN et al., 2016; BABUJIA et al., 2016).
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Devido as caracteristicas fisico-quimicas destes compostos, existe uma
grande dificuldade no monitoramento desses residuos, como a falta de
metodologias analiticas confiaveis, rapidas e simples. O preparo de amostra para
as analises de glifosato e 0 AMPA exige uma etapa exaustiva e complexa. Portanto,
€ fundamental o desenvolvimento de metodologias analiticas capazes de monitorar
e quantificar esses compostos com eficiéncia e rapidez, pois a demanda por
analises de residuos de glifosato e AMPA aumentam proporcionalmente com o
grande avango da agropecuaria. Outro fator importante € a necessidade de se
controlar e monitorar esses compostos no meio ambiente, pois devido as suas
carateristicas peculiares, seus residuos acabam chegando no solo e em corpos
hidricos (MATOS, 2014).

Deste modo, este trabalho possui o0 objetivo de desenvolver e validar um
método analitico rapido, simples, confiavel e economicamente viavel para a
determinacgao de residuo de glifosato e AMPA em solo utilizando a técnica de
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas em Tandem (HPLC-

MS/MS — High Chromatography coupled with tandem Mass Spectrometry).
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2 OBJETIVO

O presente estudo tem como objetivo o desenvolvimento de metodologia
analitica para determinar e quantificar o herbicida glifosato e seu principal
componente de degradagao, o acido aminometilfosfonico (AMPA), em solo pela
técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem
(HPLC-MS/MS).

Para atingir este objetivo os seguintes parametros serdo estudados:

° Caracterizacdo da matriz solo estudada, avaliando os parametros
de pH e de matéria organica do solo coletado pela EMBRAPA Soja (Warta,
Londrina - PR);

° Desenvolvimento de preparo de amostra simples, rapido e de
menor custo para glifosato e AMPA em solo;

o Otimizagdo do sistema de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem (HPLC-MS/MS) para deteccédo dos
compostos em estudo: glifosato e AMPA;

° Validagcado de metodologia avaliando os parametros de seletividade,
linearidade, precisao, exatidao, efeito de matriz e estudo da estabilidade da reagao
de derivatizagao;

o Analise das amostras coletadas pela EMBRAPA Solo (Rio de

Janeiro, RJ).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Solo

O solo é fundamental para o desenvolvimento da agricultura em um pais,
pois € 0 meio que possibilita maior producdo de alimentos para os seres vivos.
Quando associado a um clima propicio, sua produtividade se torna o bem mais
valioso para uma nagao (MANAHAM, 2001).

A palavra solo possui varios significados, a Companhia Ambiental do
Estado de Sao Paulo (CETESB) o define como um meio complexo e heterogéneo,
produto da alteracdo do remanejamento e da organizagdo do material original
(rocha, sedimento ou outro solo), sob a agdo da vida, da atmosfera e das trocas de
energia que se manifestam, constituido por quantidades variaveis de minerais,
matéria organica, agua, ar e organismos vivos, incluindo plantas, bactérias, fungos,
protozoarios, invertebrados e outros animais. Ja, o Sistema Brasileiro de
Classificagao de Solos (SiBCS - EMBRAPA) o classifica como uma colegcédo de
corpos naturais, constituidos por fases sodlida, liquida e gasosa, tridimensionais,
dinamicos, formados por minerais e materiais organicos que ocupam a maior parte
do manto superficial de nosso planeta, que contém matéria viva (SANTOS et al.,
2018).

As principais funcdes do solo sdo: sustentacao da vida e do habitat para
pessoas, animais, plantas e outros organismos; manutengao do ciclo da agua e dos
nutrientes; protecao da agua subterrédnea; manutencdo do patriménio historico,
natural e cultural; conservagao das reservas minerais e matérias primas e produgao
de alimentos para manutengcao da atividade sécio — econémica (CETESB, 2018;
MARTINS, 2010).

Portanto, o solo € o produto final da combinagao do clima, topografia,
organismos (flora, fauna e humanos) nas rochas e minerais originais ao longo do

tempo. Como resultado, difere do material de origem em textura, estrutura, consis-
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téncia, cor, caracteristicas quimicas, bioldgicas e fisicas (FAO, 2019).

3.1.1 Perfil do solo

Os solos, ao longo do tempo, por processos pedogenéticos, modificam
sua composic¢ao original, devido a adi¢des, perdas, translocagdes e transformagdes
de energia e matéria, sob a influéncia do clima, organismos e relevo, que acarretam
na formagdo de secgbes paralelas verticais, denominadas camadas e / ou
horizontes, que se distinguem do material de origem inicial. A Figura 1 apresenta o
perfil do solo (SANTOS et al., 2018).

Figura 1 - Perfil do solo com os horizontes especificos.

Fonte: Préprio autor.

Os horizontes sao classificados por letras e sua classificagcdo é
(CAVARARO, 2007):
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- Horizonte O: horizonte ou camada superficial da cobertura, de
constituicdo organica, sobreposto a alguns solos minerais, podendo estar
ocasionalmente saturado com agua;

- Horizonte A: horizonte mineral, superficial ou em sequéncia ao
horizonte ou camada O, apresenta concentragdo de matéria organica decomposta
e perda ou decomposigao, principalmente, de componentes minerais;

- Horizonte B: horizonte subsuperficial com acumulagao de argila, ferro,
aluminio, silicio, humus, carbonato de calcio (CaCQO:s), sulfato de calcio (CaSOs),
ou de perda de CaCOs, ou de acumulagdo de sesquidxidos'; ou com bom
desenvolvimento estrutural

- Horizonte C: horizonte mineral pouco modificado por processos
pedogenéticos, sem ou com pouca expressao de propriedades identificadoras de
qualquer outro horizonte principal;

- Horizonte R: horizonte mineral de material consolidado constituido de

rochas.

3.1.2 Constituigao do solo

O solo é constituido pelas fases sdlida, liquida e gasosa. A fase sélida é
composta por matéria organica e, principalmente, mineral com formagado de
agregados e espagos vazios, denominados poros, que sao preenchidos por agua
(fase liquida) e ar (fase gasosa).

De acordo com a Figura 2, a fase gasosa ocupa o espago poroso do
solo. O ar do solo possui composi¢cao variavel, basicamente, de gas carbdnico
(CO2) e oxigénio (O2), estes produzidos ou consumidos pelas raizes das plantas e
dos animais. Geralmente, o teor de CO- é superior ao teor de O, (CETESB, 2018;
MEURER et al., 2004).

A fase liquida, denominada de solucéo do solo, é constituida de mistura
de agua com sais minerais, e compostos organicos. Esta fase possui fungao de

transportar nutrientes essenciais das particulas solidas para as raizes das plantas

' Composto que contém trés atomos de oxigénio combinados com dois do outro constituinte da
molécula (MICHAELIS, 2019).
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até a atmosfera, processo conhecido como transpiracido. Estas sdo alocadas nos
poros, juntamente com o ar (MANAHAM, 2001; MEURER et al., 2004).

A fase solida é constituida por material organico e mineral. Os materiais
minerais, decorrentes das rochas, estédo relacionados as fragdes de argila, silte e
areia, presentes no solo, com dimensdes e formas variaveis (CETESB, 2018;
CAVARARO, 2007; MEURER et al., 2004).

Figura 2 - Estrutura do solo identificando as fases sélida, liquida e gasosa.

Raiz da planta

Fase soélida
(particulas do solo)

Fase liquida
ou
solugao do solo

Fase gasosa

Fonte: Préprio autor.

A Tabela 1 apresenta a fracdo predominante do solo de acordo com a
medida de granulometria (escala granulométrica).

A argila € o componente inorganico que influencia na retengao de agua
e natroca de cations, nutrientes para as plantas. Constituida por grupos de minerais
secundarios microcristalinos formados por silicatos de aluminio hidratados que
possuem elevada superficie especifica. O silte e a areia sdo fragdes menos
eficientes nos processos quimicos, pois sdo formadas por particulas mais grossas
de minerais primarios (MANAHAM, 2013; ROCHA, 2009).
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Tabela 1 - Fragédo do solo de acordo com o didmetro dos graos do solo (escala granulométrica).

Fracao do solo Diametro (mm)
Argila < 0,002
Silte 0,002 < 0,05
Areia muito fina 0,05<0,1
Areia fina 0,1<0,25
Areia Média 0,25< 0,5
Areia grossa 0,5<1
Areia muito grossa 1<2
Cascalho 2<20
Calhaus 20 <200
Matacao > 200

Fonte: CAVARARO, 2007.

A matéria organica é oriunda da decomposigéo vegetal e animal. Fonte
de nutriente para os microrganismos, sofre rea¢des quimicas, como troca iénica; e,
também, influencia nas propriedades fisicas do solo. Além disso, dependendo do
componente organico, contribui para o intemperismo da matéria mineral
(CAVARARO, 2007; MANAHAM, 2013).

Dentre os componentes organicos do solo destacam-se as substancias
humicas. Essas substancias, também denominadas humus, sdo macromoléculas
de carater complexo. Basicamente, podem ser divididas de acordo com a
solubilidade em solugdo aquosa em acidos humicos, acidos fulvicos € humina. As
substancias humicas sao propensas a formacao de complexos com ions metalicos,
oxidos hidratados, além de sofrerem interagdo com argilas minerais e herbicidas,
entre outros compostos organicos (MARTINS, 2010).

As propriedades fisico — quimicas, capacidade de troca catiénica (CTC)

e acidez do solo, se devem principalmente a elevada superficie especifica e alta
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reatividade apresentadas pelos componentes da fragdo argila, que possuem
carater coloidal® e carga liquida negativa, saturada por diversos cations.

A CTC expressa a capacidade do solo em trocar cations, definida como
a quantidade de cations adsorvidos reversivelmente por unidade de massa de
material seco. Esta propriedade é associada a fertilidade do solo, portanto valores
elevados de CTC, indicam que maiores quantidades de cations podem ser
armazenadas e, posteriormente, cedidas as raizes das plantas. Em solos com
maiores quantidades de matéria organica, a CTC tende a ser maior, pois estes
compostos possuem grupos carboxilicos, que podem ligar e trocar os cations.

A acidez do solo é determinada pelo potencial hidrogenidnico (pH).
Relacionado com o conceito de Bronsted e Lowry, uma substancia acida é aquela
que tende a ceder prétons (ions hidrogénios, H*) e uma base é qualquer substancia
que tende a aceita-los. Em meio aquoso, o acido se dissocia ou se ioniza, gerando
H* e o anion correspondente, como apresentado na Equacédo 1 (ROCHA et al.,
2009).

HA s H* + A

acido préton anion

Fonte: ROCHA et al., 2009.

De acordo com a Equagao 1, os H* dissociados correspondem a acidez
ativa e o HA corresponde a acidez potencial. Quanto mais o equilibrio da reagao se
desloca para a direita, maior € a atividade de H*. A acidez do solo ndao é somente
associada a acidez ativa, esta também pode ser associada a presenca do ion
aluminio (APP*) adsorvido no complexo de troca; a deficiéncia em calcio (Ca?*),
magnésio (Mg?*) e sédio (Na*) (bases trocaveis) e ao H* ligado covalentemente a
compostos de matéria organica (grupos carboxilicos e fendlicos) (ROCHA et al.,
2009; AGEITEC, 2019).

2 Dispersbes de particulas grandes, com didmetro entre 1nm e 1um, em um solvente (ATKINS et
al., 2006).
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Portanto, os solos sdo matrizes altamente complexas com diversas
variagbes de caracteristicas em uma mesma regido, podendo haver grandes
diferencas de pH, capacidade de troca ibnica e teor de matéria organica
(HIGARASHI, 1999; MARTINS, 2010).

Ao compreender as caracteristicas da matriz € possivel entender o

comportamento dos analitos glifosato e AMPA no solo.

3.2 Herbicida Glifosato

O herbicida glifosato, comercializado como Round up®, foi introduzido
comercialmente pela empresa Monsanto na década de 1970. Este herbicida é o
mais utilizado no mundo, registrado em pelo menos 130 paises. O aumento de sua
utilizacdo deve-se a alteragbes na pratica agricola e ao desenvolvimento de
culturas de plantas geneticamente modificadas que sao resistentes a este herbicida
(CETESB, 2019).

O glifosato € um herbicida sistémico de amplo espectro, ndo seletivo e
pos-emergente, que elimina efetivamente todos os tipos de plantas como
gramineas, plantas perenes, videiras, arbustos e arvores.

O ¢lifosato atua na inibicdo da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato
sintase (EPSPS) que é a catalisadora do acido chiquimico e do fosfato piruvato,
responsaveis pela sintese dos aminoacidos aromaticos fenilanina, tirosina e
triptofano, e assim, inibindo o crescimento das plantas daninhas. Também
influencia outros processos, como a inibicdo da sintese de clorofila, estimula a
producao de etileno, reduz a sintese de proteinas e eleva a concentragao do acido
indol acético (IAA) (CETESB, 2019; GALLI et al., 2005; SILVA, 2016).

No Brasil, para o uso agricola, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) autorizou seu uso nas seguintes culturas: algodao, ameixa, arroz, aveia
preta, azevém, banana, cacau, café, cana-de-agucar, citrus, coco, eucalipto, feijao,
fumo, mag¢a, mamao, milho, nectarina, pastagem, péra, péssego, pinus,
seringueira, soja, trigo e uva. No entanto, também é utilizado em atividades
denominadas n&o-agricolas, que consiste em jardinagem; margens de rodovias e
ferrovias; areas sob rede de transmissao elétrica, patios industriais, oleodutos e
aceiros (ANVISA, 2019; GALLI et al., 2005).
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O MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento)
apresenta a classificagdo toxicologica e potencial de periculosidade ambiental e
dos adjuvantes das diferentes formulagdes do glifosato no mercado. Apesar de ser
considerado pouco toxico, o glifosato apresenta em sua bula informag¢dées médicas
para intoxicacbes descrevendo sintomas digestivos, cuténeos, oculares e
respiratorios dos mais simples até o 6bito pelas vias de absorgao (FISPQ, 2008;
MONSANTO, 2009).

3.2.1 Propriedades fisico-quimica

3.2.1.1 Glifosato

O (lifosato € um composto que possui 0 grupo quimico glicina
substituida. Seu nome quimico € o N-(fosfonometil) glicina. Possui féormula
molecular C3HsNOsP, massa molar de 169,07 g mol' e férmula estrutural
apresentada na Figura 3 (IARC, 2017).

Figura 3 - Estrutura quimica do composto glifosato.

0
I OH
HO—P/\N/\H/
| H
OH 0

Fonte: Préprio autor.

Como propriedades fisico-quimicas apresenta solubilidade em agua de
11,6 g L' a 25 °C, sendo pouco solivel em solventes organicos. A densidade do
glifosato é 0,5 g cm, o ponto de fusdo € 200 °C, o coeficiente de partigdo octanol-
agua, log P < -3,2; e pressdo de vapor desprezivel; 1,31 x 102 mPa a 25 °C. O
glifosato possui comportamento zwiteriénico, podendo atuar como acido ou base
fraca ao mesmo tempo, devido suas constantes de dissociagdo (pK), que séo
apresentadas na Figura 4 (IARC,2017; MARTINS, 2005; FISPQ, 2008).
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Figura 4 - Constantes de ionizagao do glifosato e suas estruturas.
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Fonte: Adaptado MARTINS, 2005.

De acordo com a Figura 4, dependendo do valor de pK o glifosato
apresenta grupos protonados ou desprotonados. Em pH menor que 2, o composto
apresenta carga positiva, protonagdo no grupo amino. Em pH entre 2,6 e 5,6
apresenta carga neutra, pois possui uma desprotonagao no grupo fosfénico e uma
protonagao no grupo amino. Entre pH 5,6 e 10,6 possui desprotonacéo do grupo
acido carboxilico, juntamente com a protonagao do grupo amino e desprotonagao
do grupo fosfénico. Em pH superior a 10,6 a molécula encontra-se totalmente
desprotonada (MARTINS, 2005).

O glifosato possui elevada solubilidade em agua e, devido aos grupos
funcionais fosfénico e acido carboxilico presentes em sua estrutura molecular, pode
formar complexos com ions metalicos e adsor¢ao em substancias humicas no solo.

Por ser estavel a luz, apresentar alto ponto de fusao e ligagdes muito
estaveis, a degradacdo deste composto ndo ocorre por fotélise, hidrélise ou
evaporagao. No entanto, a degradacgéao bioldgica é citada como a principal forma
de dissipacao, formando o acido aminometilfosfénico (AMPA) (BELTRAO, 2010).

3.2.2 Acido aminometififosfénico (AMPA)

O AMPA, principal componente de degradagao do glifosato, possui como
formula molecular CHsNO3P, massa molar de 111,04 g mol”' e formula estrutural
apresentada na Figura 5 (IARC, 2017).
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Figura 5 - Estrutura quimica do subproduto AMPA.

O

I
HO—P~ “NH,

|
OH

Fonte: Préprio autor.

Devido a similaridade com o glifosato, o AMPA também possui trés
constantes de dissociagao (pK) apresentadas na Figura 6.

De acordo com a Figura 6, dependendo do valor de pK o AMPA
apresenta grupos protonados ou desprotonados. Em pH menor que 1,8; o
composto apresenta carga positiva, protonagao no grupo amino. Em pH entre 1,8
e 5,4 apresenta carga neutra, pois possui uma desprotonagao no grupo fosfénico e
uma protonagao no grupo amino. Entre pH 5,4 e 10,0 possui duas desprotonagdes
do grupo fosfénico, juntamente com a protonagéo do grupo amino. Em pH superior

a 10,0 a molécula encontra-se com duas desprotonagdes no grupo fosfénico.

Figura 6 - Constantes de ionizagao do AMPA e suas estruturas.
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Fonte: Adaptado MATOS, 2014.

A partir dos dados das constantes de dissociagao (pK) do glifosato e

AMPA é possivel compreender o comportamento destes compostos no solo.
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3.2.3 Comportamento do glifosato no solo

Apods a aplicagao, o glifosato pode ser metabolizado pelas plantas ou
chegar a agua e solo na sua forma original e ser degradado, adsorvido ou
transportado (BELTRAO, 2010).

A meia-vida de biodegradacao do glifosato no solo € muito variavel de
alguns dias até varios meses dependendo dos teores de argila e matéria organica
e do nivel de atividade microbiana. No entanto, em estudos realizados com 47
amostras de campos agricolas, determinou-se o tempo de meia-vida média do
glifosato no solo varia de 2 a 197 dias e do AMPA 76 a 240 dias (CETESB, 2019;
GIESY et al., 2005; TONI et al., 2006).

No entanto, GALLI et al. (2005), BELTRAO (2010) e MARTINS et al.
(2009) relatam que o herbicida glifosato ao interagir com o solo sofre rapida
degradacao, devido a grande variedade de microrganismos que o utilizam como
fonte de energia, nitrogénio, fésforo e carbono; formando seu principal metabdlito,
o acido aminometilfésfonico (AMPA). Outra via possivel, porém, menos citada, é a
da transformacao do glifosato em um outro metabdlito, a sarcosina, por agao da
enzima C-P liase, presentes em algumas bactérias. A Figura 7 apresenta a

formagao dos metabdlitos da degradagao do glifosato.

Figura 7 - Principais metabdlitos formados pela degradacgao do glifosato no solo.
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Fonte: Adaptado GALLI et al., 2015.
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O AMPA é o produto da biodegradacéao do glifosato por microrganismos
em sistemas naturais antes da mineralizagao final e a quebra da molécula em
complexos fosfonados. Por sua vez, de acordo com MORAES et al., 2010, o AMPA
é degradado em dioxido de carbono (CO2) e amédnia (NH3).

Em estudos realizados por BENSLAMA et al. (2013) e ZHELEZOVA et
al. (2018) é comprovado um aumento na liberagdo de diéxido de carbono (CO3)
quando o glifosato é aplicado, confirmando sua decomposi¢ao. A estimulagao na
respiragcdo dos mircroorganismos no solo é explicado pela utilizagdo do glifosato
como fonte de nutrientes.

Entretanto, a complexa interagcao entre microrganismos, substratos e os
constituintes do solo influenciam e determinam a magnitude da biodegradagao
dessas moléculas (SOUZA et al., 1999).

Portanto, o glifosato também possui capacidade de interagdes quimicas
e fisicas no solo com elevado coeficientes de adsor¢cao e baixo coeficientes de
dessorgdo. A adsorcao do glifosato ocorre pelo grupo quimico fosfénico, que é
responsavel pela formagéao de complexos superficiais por ligagdes ibnicas e forgas
eletrostaticas com a argila e matéria organica; por ligacdo de hidrogénio com a
matéria organica; e, na fragao mineral, por ligagdes covalentes com ions metalicos
(TEVEZ et al., 2015; PRATA, 2002).

Ao interagir com os ions metalicos, o glifosato atua como agente
quelante3, pois no solo estéo presentes variedades de ions, como calcio (Ca®*),
manganés (Mn?*), zinco (Zn?*), magnésio (Mg?*), ferro (Fe?** e Fe3*) e aluminio
(AR*) que podem reagir com o mesmo. Este processo ocorre especialmente em
niveis de pH neutros, em que os grupos quimicos carboxilato e fosfénico estao
desprotonados, formando complexos fortes (ver Figura 4) (TEVEZ et al., 2015; SUN
et al., 2017).

Em solos com baixos niveis de fosfato, a adsor¢ao do glifosato aumenta.
Outro fator que interfere na adsorgdo do composto no solo € o pH. De acordo com
TEVEZ et al., 2015, varios estudos realizados em solos argilosos, relatam que a
adsorcao diminui com o aumento do pH.

A presenga de glifosato em aguas naturais e residuarias demonstra o

potencial de transporte do composto por lixiviagcdo ou por escorrimento superficial.

3 Um complexo que contém um ou mais ligantes, que formam um anel de atomos que inclui o atomo
central de metal (ATKINS et al., 2009).
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A elevada solubilidade em agua é associada ao transporte por lixiviagdo em
periodos chuvosos. Além disso, a mobilidade do glifosato pode ocorrer por erosao
com particulas de solo, sedimento ou complexos com ions aos quais pode estar
associado. Ja, o transporte por volatilizagdo € desconsiderado, pelo fato de o
composto nao ser volatil (ARMAS et al., 2007).

Devido ao vasto uso do herbicida glifosato, tem-se a importancia em
desenvolver e aplicar metodologias confiaveis para o monitoramento do glifosato e
AMPA em lavouras e afins. Principalmente para entender o comportamento deste

composto e sua interacdo com o meio ambiente.

3.3 Meétodos Analiticos

HELLE et al. (2013) e KOSKINEN et al. (2016) relatam que a
determinagao do glifosato geralmente é realizada por meio da cromatografia liquida
de alta performance (HPLC — High Performance Liquid Chromatography) acoplada
a técnica de espectrometria de massas (MS/MS). No entanto, a determinagao pode
ser também realizada por cromatografia a gas (GC — Gas Chromatography),
cromatografia de ions (IC — jon Chromatography), eletroforese capilar (EC —
Capillary Electrophores) e eletroforese capilar de zona (CZE - capillary zone
electrophoresis.

MARTINS et al. (2009) desenvolveram uma metodologia para analise de
glifosato e AMPA em soja, sem derivatizagao, por HPLC-MS/MS. As amostras de
soja foram extraidas com agua e diclorometano, seguidas da adigcdo de metanol.
J4, as amostras de agua foram somente filtradas. Os limites de quantificagao para
glifosato e AMPA em soja foram 0,30 e 0,34 mg kg™!, respectivamente.

KOSKINEN et al. (2016) realizaram uma revisao analitica ressaltando o
elevado uso do glifosato em plantagdes, que podem afetar outros meios de culturas
e contaminar, por transporte externo, o solo e aguas superficiais e subterraneas.
Além disso, relata que o HPLC ¢é a técnica de separacao mais eficaz para analisar
os compostos glifosato e AMPA. Os analitos sdo extraidos das amostras de solo,

em geral, com solugdes aquosas de carater basico e derivatizadas com
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cloroformiato de 9-fluorenilmetila (FMOC-CI). Todos os métodos utilizam a técnica
de espectrometria de massas e seus limites de deteccdo estdo na faixa 0,01
a 0,1 mg kg™.

BOTERO-COY et al. (2013) desenvolveram uma metodologia para
analise de glifosato e AMPA em solo via HPLC-MS/MS. As amostras foram
lixiviadas com solugéo de 0,6 mol L' de hidroxido de potassio (KOH), clean-up com
0 uso da técnica de extragdo em fase solida (SPE — Solid Phase Extraction) e
seguidas de reacao de derivatizagdo com FMOC-CI. Esta metodologia foi aplicada
para amostras de solo dos paises Argentina e Coldmbia. Residuos de AMPA e
glifosato foram detectados em 13 amostras de solo da Coldmbia em um total de 15
amostras analisadas, e para as amostras de solo da Argentina foram detectados
em 10 de 11 amostras analisadas. Nas amostras analisadas, as concentragoes
variaram de 0,10 a 3,82 mg kg™, para o glifosato, e 0,17 a 2,07 mg kg™, para o
AMPA.

SUN et al. (2017) desenvolveram uma metodologia para analise de
glifosato em solo via cromatografia liquida acoplada ao detector de fluorescéncia
ultravioleta (HPLC/UV). As amostras foram extraidas com uma solugao de fosfato
trissddico (NasPOQOas) e citrato de sddio (NasCsHs07), seguido de clean-up com a
técnica de extragao liquido—liquido (LLE — Liquid—Liquid Extraction) e derivatizagao
com FMOC-CI. O limite de deteccéao e o limite de quantificacdo para o glifosato foi
de 0,01 e 0,04 mg kg'', respectivamente.

A partir dos estudos citados € observado que nao houveram publicacdes
inovadoras nos ultimos 10 anos, confirmando a dificuldade de analisar o glifosato e
AMPA em matrizes complexas.

Para analise em solo, as publicacdes apresentadas utilizam preparo de
amostra complexos que envolvem a etapa de derivatizagdo com o FMOC-CI. No
entanto, ndo existem artigos que citem o uso do reagente fenilisotiocianato (PITC),
para analisar glifosato e AMPA em solo por HPLC-MS/MS, que é utilizado neste
trabalho. A escolha do reagente PITC, utilizado para sequenciamento de
aminoacidos em proteinas, se deve a similaridade do glifosato com os aminoacidos.

J4, as técnicas de extracdo em fase soélida (SPE) e extragéo liquido-
liguido (LLE) foram avaliadas em estudos iniciais deste trabalho, sendo estas

técnicas descritas mais detalhadamente.



36

3.3.1 Técnicas estudadas para desenvolvimento de preparo de amostra

Para o desenvolvimento do preparo de amostra, as técnicas de extracao
em fase solida (SPE) e extracgao liquido - liquido (LLE) foram avaliadas para a etapa
de clean-up.

BOTERO-COY et al. (2013) e TODOROVIC et al. (2013) utilizaram a
extragcao em fase solida (SPE) para eliminar possiveis interferentes da amostra. Ja
SUN et al. (2017) utiliza a extragao liquido-liquido (LLE).

3.3.1.1 Extracao em fase sélida

A Extracdo em Fase Sdlida (SPE — Solid Phase Extraction) foi
desenvolvida na década de 1970 baseada nos mecanismos de separacao liquido—
sélido da cromatografia liquida classica (baixa pressao). Entretanto, no caso da
SPE, a coluna é aberta, conhecida como cartucho de extracio, que contém a fase
sélida.

Esta técnica pode ser utilizada para concentragao do analito, isolamento
do analito (clean-up), isolamento da matriz (retengao dos interferentes da matriz) e
estocagem de amostra. Portanto, dependendo do modo de utilizagdo podem
ocorrer variagdes nas etapas envolvidas.

A SPE envolve as etapas de condicionamento de cartucho, adicao de
amostra, remocao dos interferentes e eluicdo do analito. Basicamente, este
procedimento € realizado adicionando uma solugdo que contém os analitos de
interesse no cartucho, previamente condicionado, e ao produzir pequeno vacuo,
esta solugao € eluida, retendo os analitos no cartucho. A seguir, é adicionado um
solvente especifico para retirar o analito retido no mesmo. A Figura 8 representa as
principais etapas do processo de SPE descrito (LANCAS, 2009).
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Figura 8 - Representagéo do processo de Extracdo em Fase Sélida (SPE).

Condicionamento Extracdo dos analitos Eluicao dos analitos

Fonte: AMARAL, 2017.

As etapas sao descritas a seguir segundo LANCAS (2009):

1. Etapa de condicionamento do cartucho: Esta etapa serve para
ativar o material existente dentro do cartucho com solvente apropriado. Para boa
reprodutibilidade, deve-se evitar que a fase sélida no cartucho seque, evitando a
formacao de caminhos preferenciais.

2. Adicao da amostra: Esta etapa ocorre sob vacuo e deve ser
realizada de forma quantitativa para resultados reprodutiveis. Para pequenos
volumes de amostra, esta etapa deve ser realizada somente com o auxilio da
gravidade, o que melhora a separacao.

3. Remoc¢ao dos interferentes: Esta etapa, também conhecida
como lavagem com solvente ou clean-up, atua na eliminagao dos interferentes da
amostra por meio de um solvente que n&o possua forga de eluigao suficiente para
remover os analitos aprisionados no cartucho.

4. Eluicao do analito: Nesta etapa, os analitos sdo extraidos do
cartucho com um eluente apropriado, devendo este possuir maior forca de eluicdo

que o solvente utilizado na etapa de lavagem.

3.3.1.2 Extracao liquido—liquido

A extracdo liquido—liquido (LLE - liquid—liquid extraction) apresenta

como vantagens a simplicidade e baixo custo. Como desvantagens estdo o grande



38

volume de solventes utilizados e a exposicado do operador ao contato com seus
vapores; tempo de extragao longo para a transferéncia do soluto entre as fases e
baixa seletividade.

Nesta extragao sdo empregadas duas fases imisciveis: uma fase A, que
contém o analito de interesse, e uma fase B, ambos sdo colocados em um
recipiente fechado e agitadas. Apods a agitagao, este recipiente € colocado em
repouso, ocorrendo distribuicdo do analito, e, consequentemente, a transferéncia
de fase (Figura 9). Realizado este procedimento, o analito pode ser submetido a

outro processo de extragao ou analisado via HPLC (LANCAS, 2009).

Figura 9 - Esquema do processo de Extragao Liquido — Liquido (LLE).

Antes da Extracao Durante a Extragao Depois da Extragao

Fonte: AMARAL, 2017.

3.3.2Derivatizagao

A analise de glifosato e AMPA em solo via HPLC-MS/MS preconiza a
adocao de uma etapa de derivatizacdo na preparagdo da amostra, pois sao
moléculas que possuem baixo peso molecular, alta polaridade, carater anfotero,
auséncia de grupos croméforos e existe uma dificuldade de separa-lo e aplicar
parametros cromatograficos adequados a partir de técnicas cromatograficas como
a cromatografia a gas, cromatografia liquida e equipamentos com detecgao por
ultravioleta — visivel (UV-vis) (STEINBORN et al., 2016; CATRINCK et al., 2014;
FARIA, 2013; BORJESSON et al., 2000; PATSIAS et al., 2001).
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A técnica de derivatizacdo €& recomendada para se alcancar a
sensibilidade e seletividade, objetivando a melhora na separagao cromatografica
dos analitos, seguido da detecgédo por fluorescéncia ou por espectrometria de
massas. Este processo envolve uma reacdo quimica utilizada para alterar a
propriedade de uma substancia, modificando suas propriedades cromatograficas
ou de detecgao (CABRICES et al., 2013; SCHUMMER et al., 2009).

KOSKINEN et al. (2016) relata diversas técnicas de anadlise e os
respectivos derivatizantes utilizados para anélise de glifosato e AMPA em solo
(Tabela 2).

Tabela 2 - Técnicas de analise do glifosato e AMPA e seus receptivos derivatizantes.

Separacao Detecgao Derivatizagcao Referéncias
HPLC MS FMOC-Cl Mardiana-Jansar ef al.,
2014
Botero-Coy et al. 2013;
HPLC MS/MS FMOC-CI Ghanem et al., 2007
HPLC FLD* FMOC-Cl Laitinen et al., 2006;

2007 e 2009
Bergstrom et al., 2011;
Bdrjesson et al., 2000;
GC MS TFAA*/TFE*, TFA*, HFB* Degenhardt et al., 2012;
Hu et al., 2008;
Souza et al., 2006
GC MS/MS TFAA*/TFE*, TFA*, HFB* Mamy et al., 2008
EC/CZE MS - Iwamuro et al., 2010

*FLD: fluorescéncia *TFAA: anidrido de acido trifluoroacético *TFE: trifluoroetanol *TFA: acido trifluoroacético
*HFB: heptafluoro-1-butanol.

Fonte: KOSKINEN et al., 2016.

De acordo com a Tabela 2, para analises de glifosato e AMPA em solo
via HPLC-MS/MS, o FMOC-CI é o derivatizante mais utilizado. No entanto, para a
realizacao desta reacdo, a concentracdo de FMOC-CI deve ser elevada, devido a
alta reatividade deste composto em meio aquoso. Além disso, o pH é uma etapa
importante desta reag¢ao, necessitando o preparo de solugcdo tampéao previamente
areagédo. (NEDELKOSKA et al., 2004; MARTINS, 2005).
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Neste trabalho foi avaliado o uso de um derivatizante alternativo,
denominado fenilisotiocinanto (PITC), com o intuito de reduzir o tempo de preparo

de amostra.

3.3.2.1 Reagente de Edman: sequenciamento de aminoacidos

Devido a similaridade nas moléculas do glifosato e AMPA com os
aminoacidos, REMBISZ et al., 2016 desenvolveu uma metodologia empregando
esta reacdo para analisar glifosato e AMPA em amostras de alimentos. O PITC
reage, em meio basico, com o grupo amino do glifosato e AMPA, formando os
respectivos compostos glifosato-PITC e AMPA-PITC (SHIMADZU, 2007; JIE et al.,
2011; SHI et al., 2013).

Em 1950, Pehr Edman propds um método para determinar o
sequenciamento de aminoacidos em proteinas pela degradagdo. Esta reagao
ocorre no grupo amino (N-terminal), presentes nos aminoacidos, com
fenilisotiocianato (PITC). A Figura 10 apresenta a estrutura do reagente PITC
(EDMAN et al., 1967).

Figura 10 - Estrutura molecular do reagente PITC.

Fonte: Préprio autor.

Na reacdo de Edman, cada aminoacido € individualmente removido da
extremidade N-terminal do peptideo. Portanto, o PITC reage com o grupo amino N-

terminal do peptideo, formando o PTC-peptideo. Este € submetido a tratamento
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com acido, para a remocao do residuo N-terminal como derivado anilinotiazolinona
(ATZ). O derivado ATZ instavel é convertido para um derivado feniltio-hidantoina
(PTH), o qual é separado e identificado por cromatografia liquida. O restante da
cadeia é submetido a outra série dessas reagdes, permitindo-se a identificagao dos
novos residuos N-terminais, até que se determine a sequéncia do peptideo. As
etapas que s&o envolvidas na degradagao de Edman s&o apresentadas na Figura
11 (LOBAS et al., 2013; WALK et al., 1999).

Figura 11 - Reagdes envolvidas no processo de degradacédo de Edman.
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Fonte: GUSMAO, 2016.
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3.3.3Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tandem
(HPLC-MS/MS)

No inicio do desenvolvimento da técnica, o acoplamento da
cromatografia liquida com a espectrometria de massas foi um processo arduo,
devido a incompatibilidade entre as vazbes relativamente altas empregadas no
HPLC que impossibilitava a transferéncia direta do eluente da coluna
cromatografica para o interior da fonte de ionizagdo do espectrébmetro que opera
em condigcdes de alto vacuo. Entretanto, depois que as deficiéncias entre as
interfaces foram parcialmente resolvidas, a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (HPLC-MS) foi, cada vez mais, utilizada (MARTINS,
2010; FERNANDEZ-ALBA, 2005; ALDER et al., 2006).

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tandem
(HPLC-MS/MS) é uma das ferramentas analiticas mais utilizadas para
determinagao de compostos organicos em matrizes complexas, como amostras
ambientais, fluidos biolégicos e alimentos. Os compostos podem ser determinados
livres de interferentes e com limites de detecgdo em niveis de ng mL™' (ARDREY,
2003).

O HPLC-MS/MS (Figura 12) permite um aumento de seletividade e
sensibilidade proporcionando o monitoramento de centenas de pesticidas em uma
unica analise. Apesar do elevado custo de aquisicdo e manutencado destes
equipamentos, apresentam uma série de vantagens, como alta eficiéncia analitica,
menor tempo de desenvolvimento de métodos, elevada robustez, determinacao da
massa molar, informacao estrutural e analise quantitativa exata do analito. Além
disso, esta técnica possibilita analise de diversas substancias com ampla
carateristicas de polaridade e massas moleculares (PRESTES et al., 2009; SKOOG
et al., 2008; LANCAS, 2009).



43

Figura 12 - Componentes do sistema HPLC-MS/MS.
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Fonte: Adaptado AMARAL, 2017.

A cromatografia € uma técnica de separagdo em que 0os componentes
de uma mistura sdo separados entre duas fases: uma fixa e de grande area
superficial denominada fase estacionaria, e um fluido que interage com a fase fixa,
chamado fase mével. A separacgao por cromatografia liquida ocorre com a interagao
dos compostos de uma mistura com a fase estacionaria (sélido) e a fase mével
(liquido).

Basicamente o HPLC é formado por reservatério dos solventes, bomba,
injetor de amostra, forno de coluna, detector e software (computador).

O funcionamento do sistema baseia-se no solvente, fase moével,
impulsionado por uma bomba de alta pressao em diregao a coluna cromatografica.
Neste percurso, a amostra € introduzida na fase mével e arrastada para a coluna,
em que ocorre a separagao dos componentes (analitos) presentes na amostra. O
efluente da coluna é direcionado para um detector, que acusa a presenga dos
analitos eluidos da coluna, de acordo com os respectivos tempos de retengao (tr),
em minutos. O sinal gerado pelo detector é captado por um software apropriado
(LANCAS, 2009).

A interface situada entre o HPLC e o MS possui como objetivo remover
o solvente e transferir a amostra para a fonte de ions. A principal interface utilizada

neste sistema é a lonizagdo a Pressao Atmosférica (APl — Atmospheric Pressure
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lonization). O tipo de ionizagdo API utilizada neste trabalho foi a lonizagado por
Eletronebulizagcao (ESI — Electrospray Ilonization) (FENN, 2003).

A ionizacdo por electrospray (ESI) € uma técnica referida como
“ionizagao suave”, utiliza-se pouca energia residual, entre 2 a 7 kV, retida pelos
analitos apds a ionizagao, gerando espécies carregadas com pequena ou nenhuma
fragmentacao da molécula a ser analisada. Esta ionizagao é aplicada para analise
de moléculas ibnicas e polares com uma unica carga, podendo ser utilizada no
modo positivo ou negativo (LEE, 2012; FENN, 2003).

As principais etapas do processo de ionizagao sao: produgao de gotas
carregadas na ponta do capilar do electrospray; dessolvatagédo e fissao destas
gotas em goticulas menores; e a formagao de ions na fase gasosa. A Figura 13

apresenta o processo de ionizagao na fonte ESI (FENN, 2003).

Figura 13 - Processo de ionizacao por electrospray.
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Fonte: Adaptado ENKE, 1997.

De acordo com a Figura 13, o liquido no qual o analito se encontra
dissolvido (fase movel) é introduzido por um capilar, a pressao atmosférica, sob alta
voltagem.

A ponta do capilar fica posicionado a cerca de 1 a 3 cm de um contra

eletrodo que conduz por um orificio ao sistema de amostragem do espectrémetro
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de massas. O elevado campo elétrico na ponta do capilar gera um acumulo de
cargas na superficie do liquido, produzindo uma deformagao na gota denominado
cone de Taylor.

A dessolvatagcao ocorre no deslocamento das gotas para o contra
eletrodo por um gas nebulizante e secante, em geral gas nitrogénio (N2).

A medida que ocorre o processo de dessolvatacéo, o tamanho da gota
ascendente é reduzido até que a forga de repulsdo entre as cargas similares
(aumento da densidade de cargas) € superior a tensao superficial da fase liquida.
Neste momento, ocorre a “explosdo couldmbica” da gota ascendente que gera
gotas descendentes de tamanhos menores. Uma série de explosdes ocorrem até
que sao produzidos os ions do analito a partir destas gotas, os quais sao
transferidos para o interior do espectrometro de massas por uma série de
dispositivos de focalizagao (MARCH, 2010; FENN, 2003).

A ionizacao dos analitos por meio do ESI é obtida pela protonacao
(M+H)* ou desprotonacdo (M-H) do analito (MARCH, 2010; JUNIOR et al., 2018).

A espectrometria de massas em tandem € a area da espectrometria de
massas que estuda a geragao de ions produtos formados por colisbes de um ion
precursor previamente selecionado. Este processo de fragmentagéo de um ion de
razao massa / carga (m/z) especifico requer o isolamento deste ion, seguido da
fragmentacdo do mesmo e da analise dos ions produtos formados por um outro
analisador de massas (BUSTILLOS et al., 2003)

O triplo quadrupolo é formado por trés analisadores quadrupolos em
série. O primeiro quadrupolo (Q1) e terceiro quadrupolo (Q3) atuam como filtro de
massas, e o segundo quadrupolo (Q2) atua como célula de colisdo, em que reagdes
de dissociacao de ions de interesse sao realizadas por Dissociacao Induzida por
Colisao (CID - Collision Induced Dissociation) com gas nitrogénio (N2)
(HOFFMANN et al., 2007).

Este sistema opera nos seguintes modos para aquisicdo de dados:
SCAN, SIM (Single lon Monitoring) e Monitoramentos de Reagdes Multiplas (MRM
— Multiple Reactions Monitoring). No modo SCAN o analisador(es) do sistema sao
programados para analisar todas as massas em uma determinada faixa de m/z. No
modo SIM apds a ionizagao do analito, no(s) analisador(es) é analisado somente
um ion especifico, 0 que aumenta a sensibilidade, uma vez que os ions

correspondentes ao ruido s&o ejetados sem chegar ao detector (VEKEY, 2001).
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No modo MRM, o espectrometro é programado de forma que um ou mais
ions de interesse (ion precursor) sao selecionados no Q1, estes sao fragmentados
no Q2 (MS/MS) e no Q3, em geral, sédo identificados os dois fragmentos (ion
produto) mais intensos, correspondentes aos ions selecionados no Q1. Neste
modo, € possivel analisar varios analitos dentro de uma mesma analise, uma vez
que, permite a identificacdo e separagéo de cada transigéo (par ion precursor / ion
produto) monitorada (TSIPI et al., 2015; DEMOLINER, 2008).

A Figura 14 apresenta a sequéncia dos parametros otimizados no modo
MRM no espectrobmetro de massas realizada com a introducido de padrbes
analiticos no espectrometro continuamente. Em geral, sdo monitoradas duas
transigcdes (par ion precursor / ion produto) do mesmo ion precursor mais intensas
e 0s parametros otimizados sado: DP (Declustering Potential), EP (Entrance
Potential), CEP (Collision Entrance Potential), CE (Collision Energy), CXP (Collision
Exit Potential).

Figura 14 - Sequéncia dos parametros de energia otimizados no espectrdbmetro de massas.

DP CEP CXP
Fonte Analisador Czlula Analisador
de 1 .e 2 Detector
lonizagao I Coliséo
EP CE

Fonte: Adaptado AMARAL, 2017.

3.4 Validagao do Método

A validacdo € uma verificagdo na qual os requisitos especificados sao
adequados para um uso pretendido (VIM, 2012).

Existem diversos documentos que podem ser utilizados para validacao
de um método, em que figuras de mérito, parametros, sao avaliados. Nesta seg¢ao

serao descritos alguns parametros avaliados na validagao.
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Para a validagao deste trabalho, as figuras de mérito avaliadas foram
determinadas pela Decisdo da Comissao 2002/657/EC da Unido Europeia, que
sdo: especificidade, linearidade, exatiddo, precisdo (repetitividade e
reprodutibilidade), limite de decisdo (CCa), capacidade de detecgao (CCP) e
incerteza.

Devido a complexidade da matriz e a necessidade da reagdao de
derivatizacao foram realizados a avalicdo do efeito de matriz e da estabilidade da
reacao. Para isso foi utilizado o guia de validacdo de método bioanalitico da
European Medicines Agency.

Os parametros avaliados serao descritos mais detalhadamente.

3.4.1 Seletividade

A seletividade de um método instrumental € a capacidade de avaliar, de
forma inequivoca, as substancias de interesse (analito) na presengca de
componentes que podem interferir na determinacédo dos analitos em uma amostra
complexa.

A avaliacdo da seletividade é realizada comparando-se a matriz isenta
da substancia de interesse e a matriz fortificada com substancia (padrao), sendo
que, neste caso, na cromatografia nenhum composto presente na matriz deve eluir
no mesmo tempo de retengdo dos analitos de interesse ou, no caso, dos
espectrémetros de massas, que comparam o espectro do pico obtido na separacao
com o de um padrao (RIBANI et al., 2004).

3.4.2Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia de interesse,
dentro de uma faixa de aplicacao.

A relacdo matematica entre o sinal e a concentracio de interesse deve

ser determinada empiricamente, a partir de sinais medidos para concentracoes
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conhecidas, denominada equacgao de reta ou curva analitica, apresentada na

Equacao 2.

y=ax+b (2)

Onde:

y = sinal resposta medido;

x = concentracao do analito;

a = coeficiente angular (inclinagdo da curva analitica em relagao aos eixos); e

b = coeficiente linear (intersecg¢ao da curva aos eixos).

Para verificar a linearidade em uma curva analitica, utiliza-se o
coeficiente de correlagdo (r) ou de determinagio (r?), onde os valores ideais
esperados sao proximos de 1, ou seja, quanto mais préximo da unidade, menor a
dispersao do conjunto de pontos experimentais. Um coeficiente de correlagdo maior
que 0,999 é considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados (RIBANI et
al., 2004).

3.4.3 Precisao

A precisdo representa a dispersdo dos resultados entre ensaios
independentes, repetidos em uma mesma amostra, amostra semelhante ou
padrdes, sob condicdes definidas. E dividida basicamente em: repetitividade e
reprodutibilidade.

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de
medicdes sucessivas do mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes de
medicdo, ou seja, mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento
usado sob as mesmas condi¢des, mesmo local e repeticdes.

A reprodutibilidade é o grau de concordancia entre os resultados das
medi¢gdes de uma mesma amostra, efetuadas sob condigbes variadas (mudanga
de operador, local, equipamentos, entre outros). A reprodutibilidade refere-se aos

resultados dos estudos de colaboragao entre laboratérios e deve ser considerada
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em situagdes como a padronizagao de procedimentos analiticos a serem incluidos
(RIBANI et al., 2004).
A precisdao é avaliada a partir do desvio padréao relativo (DPR) ou

coeficiente de variagao (CV) apresentados na Equacéo 3.

3)

Desvio Padrao
) x 100

DPR ou CV (%) = ( Védia

3.4.4 Exatidao

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito
como verdadeiro. A avaliacao da exatiddo de um método pode ser realizada a partir
de ensaios com materiais de referéncia, comparacao de métodos, ensaios de

recuperacao e adigao padrao (RIBANI et al., 2004).
3.4.5Recuperacgao

De acordo com a decisao da comissao 2002/657/EC, a recuperagao € a
porcentagem da concentracdo real de uma substancia recuperada durante o
processo analitico.

A recuperacao deve ser utilizada pela realizacdo de experimentos com
uma matriz em branco fortificada, caso ndo exista um Material de Referéncia
Certificado (MRC) disponivel.

A amostra deve ser fortificada com o analito em trés niveis com 1; 1,5 e
2 vezes o limite minimo de desempenho requerido. Cada nivel deve ser analisado
seis vezes e ter sua concentracdo determinada. A recuperagao € calculada pela

Equacao 4.

Teor medido

Recuperacio (%) = ( ) *100 (4)

Nivel de fortificacdo
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3.4.6 Limite de deteccao e quantificagao

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracdo da
substancia que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada,
utilizando um determinado procedimento experimental (RIBANI et al., 2004).

Para a decisdao da comissao 2002/657/EC, o limite de deteccao é
denominado limite de decisao (CCa). Este limite pode ser estabelecido com analise
de pelo menos 20 amostras em branco com a matriz fortificada com as substancias
de interesse, sendo determinado como trés vezes a razao sinal / ruido.

J4, o limite de quantificacao (LQ) representa a menor concentragao da
substancia que pode ser medida, utilizando um determinado procedimento
experimental (RIBANI et al., 2004).

No caso da decisdo da comissdo 2002/657/EC é denominado
capacidade de deteccao (CCPB). A capacidade de deteccgéao € igual ao valor do limite

de decisdo mais 1,64 vezes o desvio padrao.

3.4.7 Incerteza de medicao

A incerteza é um parametro ndo negativo associado ao resultado de
medicdo, que caracteriza a dispersdo dos valores que podem ser atribuidos ao
mensuravel, com base nas informacdes/etapas do método de analise.

Este parametro é associado a dois tipos de incertezas: tipo A, em que
se utiliza de analise estatistica dos valores medidos; e tipo B; em que é determinada
com base em valores publicados por autoridades competentes, material de
referéncia certificado (MRC), certificado de calibragéo, entre outros (VIM, 2012).

O objetivo da incerteza de medigdo nao é obter a menor incerteza, mas
a incerteza que represente a dispersdo dos resultados obtidos pelo método
avaliado (GUM, 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e reagentes

Os solventes organicos empregados neste estudo foram o acetonitrila
(ACN), metanol (MeOH) e n-hexano (HEX), os quais apresentam grau
cromatografico. A agua ultrapura foi obtida pelo equipamento Integral 3, da Millipore
(alta resistividade 18,2 M Ohms). O acido utilizado no estudo foi o acido férmico
(CH202). Os sais e bases empregados foram hidroxido de potassio (KOH), fosfato
trissddico dodehidratado (NaszPO4.12H20) e citrato de sédio (NazCesHs07). Para a
derivatizacao foram empregados o fenilisotiocionato (PITC) e trietilamina (Et3N).

Ja para os padrbes analiticos, foram preparadas solugdes analiticas
estoque de glifosato e AMPA na concentragdo de 10 mg mL' e para a
fosfoetanolamina, padréo interno, na concentragao de 5 mg mL™" apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3 - Informagdes dos padrdes analiticos utilizados no estudo.

Informagoes Glifosato AMPA Fosfoetanolamina
Marca Sigma-Aldrich ~ Sigma-Aldrich Sigma-Aldrich
Férmula
C3HsNOsP CHsNO2P C2HsNO4P
Molecular
Massa Molar
169,07 111,04 141,06
(g mol”)
Pureza (%) 100 98 100
Numero CAS 1071-83-6 1066-51-9 1071-23-4

Fonte: Préprio autor.
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4.2 Equipamentos e materiais

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os seguintes

materiais e equipamentos:

Vidraria basica de laboratério: baldes volumétricos, béqueres,

erlenmeyer e provetas;

Eppendorf;
Millipore;

Capsulas de porcelana;

Dessecador;

Cartuchos de SPE Oasis® HLB da marca Waters;

Microtubo de polipropileno de 1,5 e 2,0 mL da marca Eppendorf;
Tubo falcon de 50 mL;

Microplaca 96 pogos redondos 0,5 mL da marca Agilent;
Borracha seladora de silicone 96 pogos da marca Axygen;
Thermomixer modelo comfort da marca Eppendorf;

Centrifuga de placas modelo 5430 da marca Eppendorf;
Centrifuga para microtubo modelo 5415R da marca Eppendorf;
Centrifuga para tubos modelo NT-810 da marca Nova Técnica;
Vortex modelo VM-3000 da marca Vivax;

Micropipetas automaticas 2-20, 20-200 e 100-1000 pyL da marca

Balanca analitica da marca Shimadzu modelo AUW220D;
pHmetro da marca Hanna modelo pH 21;

Sistema de purificacédo de agua Milli Q Integral 3 da marca Merck

Banho ultrassénico da marca Thornton;
Estufa modelo 515 da marca Orion;
Mufla modelo 901/3 da marca Eletrolab.

Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia série 1200 da marca Agilent

acoplado ao espectrometro de massas tandem, modelo 3200 QTRAP da marca
SCIEX (HPLC-MS/MS) apresentado na Figura 15.
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Figura 15 - Cromatdgrafo liquido acoplado ao espectrometro de massas 3200 QTRAP da marca
Sciex (HPLC-MS/MS).

Fonte: préprio autor.

4.3 Caracterizacao do solo

Previamente foram realizados dois experimentos para determinar o pH
e o teor de matéria organica no solo. A caracterizagdo destas duas propriedades
permite entender o comportamento do glifosato na matriz.

As amostras caracterizadas foram coletadas pela EMBRAPA Soja,
localizada no municipio de Warta, no Parana. O estado do Parana foi escolhido
para desenvolver a pesquisa, pois a regidao sul do pais € uma das maiores

produtoras de soja do Brasil.

4.3.1 Determinagao do pH do solo

Para a realizagao deste experimento, foi utilizado o fluxograma descrito
na Figura 16 por PAULA et al., 1997.
As amostras foram preparadas em duplicata. Para o preparo, 10,0 g de

solo foram pesados e solubilizados com 25,0 mL de solugao de cloreto de potassio
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(KCl) a concentracgao de 1,0 mol L-'. Foram agitadas por 15 minutos e centrifugadas

por 10 minutos a 2500 r.p.m. e medido o pH.

Figura 16 - Fluxograma do procedimento realizado para determinagéo do pH do solo.

‘ 10 g solo I

25 mL de KCI 1 mol L-1

Agitagcao por 15 minutos

Centrifuga por 10 minutos a 2500 r.p.m.

[ pHmetro ]

Fonte: Préprio autor.

Neste estudo, as amostras foram preparadas em triplicata e o resultado
foi obtido pelo célculo da média das trés medidas de pH e do desvio padrao (SD),

apresentado na Equacao 5.

SD = Z(xl_n—f)z (5)

Onde:

Y. : simbolo de somatéria = indica a soma de todos os termos, desde a primeira
posicao (i = 1) até a posicéo n.

x; = valor na posi¢ao i no conjunto de dados;
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x¥= média aritmética dos dados; e

n = quantidade de dados.

O resultado foi obtido pelo calculo da média do pH das trés amostras

analisadas.
4.3.2 Determinacao de Matéria Organica (MO) do solo

Para a determinagao do teor de matéria organica, as amostras de solo
foram pesadas em duplicata e preparadas de acordo com o fluxograma do
procedimento descrito na Figura 17 (ABNT,1996).

Figura 17 - Fluxograma do procedimento realizado para determinar matéria organica no solo.
5 g solo \

Estufa a 110 ©C por 2 horas

Dessecador por 15 minutos

Pesagem das capsulas

Mufla a 375 ©C por 4 horas

Resfriamento da mufla até 150 °C

[Pesagem das capsulas ]

Fonte: Préprio autor.
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As etapas da Figura 17 sdo descritas detalhadamente:

Para o preparo, pesou-se, aproximadamente, 5 g da amostra de solo em
duas capsulas de porcelanas. A seguir, as amostras foram submetidas a
temperatura de 110 °C por 2 horas em estufa. Apds a estufa, as capsulas foram
retiradas e depositadas em dessecador para esfriamento, por aproximadamente 15
minutos, entdo as capsulas foram pesadas. A seguir, as mesmas capsulas de
porcelana contendo o solo, foram submetidas a temperatura de 375 °C por 4 horas
em mufla, seguidas de resfriamento até 150 °C. E entdo, as capsulas foram
retiradas e depositadas no dessecador para resfriamento por 15 minutos e foram
pesadas novamente.

A porcentagem do teor de matéria organica (MO) foi calculada de acordo

com a Equacéo 6.

MO(%) = < (6)

m (g) solo seco em estufa — m (g) solo queimado em mufla 00
*
m (g) solo seco em estufa

O resultado foi obtido pelo calculo da média do teor de matéria organica

das duas amostras preparadas.

4.4 Procedimento experimental

4.4.1 Método de preparagao de amostra

A Figura 18 apresenta o fluxograma do preparo da amostra definido para
determinar do glifosato e AMPA no solo. Para defini-lo, testes metodolégicos para
cada etapa analitica foram realizados com base em métodos descritos na literatura
por IBANEZ et al., 2005; TODOROVIC et al., 2013; SUN et al., 2017; SHIMADZU,
2007; JIE et al., 2011 e SHI et al., 2013.



Figura 18 - Fluxograma da metodologia analitica utilizada.

[ 0,2 g solo ]

1,0 mL de Solugao de 30 mmol L' NazPO4 + 10 mmol L' Na;C¢HsO; em H,O

Vortex por 15 minutos

Ultrassom por 15 minutos

Centrifuga por 30 min. a 10.000 r.p.m.

Diluicao extrato: solvente (1:1) com solugdo ACN / H,O (1:1)

Adicionar solugdes de PITC e trietilamina no extrato na proporgao (1:1:2)

Thermomixer a 40 °C e 600 r.p.m. por 20 minutos

Adicionar n-hexano na proporgao (1:1)

Vortex por 40 segundos

Centrifugagao por 10 min. a 3000 r.p.m.

Retirar o sobrenadante

Diluigdo extrato:solvente (1:10) com solugao H,O/ACN (1:4)

[ HPLC-MS/MS ]

Fonte: Préprio autor.
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Para o procedimento apresentado na Figura 18, previamente a reagao
de derivatizacdo, as solugbes dos reagentes de derivatizagao PITC e trietilamina
foram preparadas em acetonitrila (ACN).

e  Trietilamina em acetonitrila (C = 5,46x10° g cm3): 70 uL de
trietilamina foi adicionado a 930 pyL de ACN;

e PITC em acetonitrila (C = 1,36x102 g cm™3): 12 uL de PITC foi
adicionado a 988 uL de ACN.

4.4.2 Metodologia no sistema HPLC-MS/MS

O método cromatografico desenvolvido para os compostos derivatizados
utiliza a coluna pentafluorofenilpropilo (PFPP) de dimensdes 150 x 2,1 mm; 5 pm,
da marca Restek; fase mével (A) agua com 0,1% acido férmico e (B) acetonitrila
com 0,1% &acido férmico; volume de injecdo da amostra 5 uL e temperatura do forno

de coluna de 45 °C. A Tabela 4 apresenta o gradiente de eluigdo deste método.

Tabela 4 - Gradiente de elui¢ido utilizado no método cromatografico B.

Instante Tempo (min)  Fluxo (UL min') A (%) B (%)

0 4,00 350 90 10
1 1,40 350 90 10
2 1,41 350 20 80
3 4,40 350 20 80

Fonte: Préprio autor.

As condicbes otimizadas no espectrbmetro de massas para os
compostos glifosato, AMPA e fosfoetanolamina derivatizados com PITC sao

apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Parametros MRM otimizados para os compostos glifosato, AMPA e fosfoetanolamina

derivatizados com PITC.

Q1 Q3 DP EP CEP CE CXP

Compostos
P (m/z) (m/z) (V) (V) (V) (ev) (V)
168,0* - 20
Glifosato + PITC  303,0 66 -7 -15 -2
150,0 - 30
110,0* - 20
AMPA + PITC 2450 230 -6  -14 -2
152.0 212
- 140,0* 16
F°Sf°ft§?T°('f‘m'"a 275,0 235 -6 -16 -2
79.0 - 46

* Os valores em negritos representam as transicdes (par ion precursor / ion produto) de quantificagéo.

Fonte: Préprio autor.

4.5 Validagao do Método

4.5.1 Seletividade

A seletividade é a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as
substancias de interesse (analito) na presenga de componentes que podem
interferir na determinagao dos analitos em uma amostra complexa (RIBANI et al.,
2004).

Para a avaliacdo deste parametro, neste trabalho, foi utilizado a técnica
de espectrometria de massas em que foram realizadas as otimizagdes do sistema
para a deteccdo dos compostos de estudo.

A seletividade também foi avaliada pelas curvas analiticas com e sem
matriz nas seguintes concentragbes para os compostos glifosato e AMPA,
apresentada na Tabela 8 no item 4.5.6 do capitulo 4.

De acordo com o DOC-CGRE-008 do INMETRO (2017) para a
verificacdo desta figura de mérito, podem ser aplicados os seguintes testes: Teste
F de Snedecor (Teste de Homogeneidade das Variancias) e o teste t (Student) para

comparacgao das médias para cada ponto da curva.
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Para verificar se as variancias de cada ponto da curva podem ser
consideradas iguais e se a matriz interfere na precisdo das medidas, utiliza-se o
teste F, que é calculado pela Equacgao 7.

S1

Featcutado = - (7)
S2

Onde:

s? = maior variancia

sZ = menor variancia.

Os resultados de F caiculado foram comparados com o valor de F tabelado
(considerando devido numero de graus de liberdade e intervalo de confianga de
95%). Se os valores de F caicuiado fOr superior ao de F tabelado, OU S€ja, S€ F calculado >
F tavelado, €Nt&0 conclui-se que o teste F é significante portanto, a matriz influencia
na precisdao do método na faixa de concentracdo em estudo e as variancias podem
ser consideradas desiguais.

Para o teste t, 0 t caiculado € Obtido pela Equagao 8.

-
Lealculado = 77—
st 57 (8)
n, n

Em que:
X1e X2 = média das respostas dos analitos em amostras com matriz e sem matriz
no mesmo nivel de concentragao;

n, € n, = numero de replicatas para cada nivel de concentragéo (oito replicatas).

Para a obtencdo do t tabelado, © NUMero de graus de liberdade (v) é

determinado pela Equacgao 9.
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GL+ 22
V= n M )
g @ ?

n,+1) (ny+1)

Os valores de t caiculado para cada nivel da curva analitica com e sem
matriz sdo comparados ao valor de t tabelado. Caso 0s valores de t caicuiado forem
superiores ao valor de t tabelado, OU S€ja, t calculado > 1 tabelado, €NtA0O, pode-se concluir
que ha diferenga na média dos dois conjuntos de solu¢gdes e a matriz interfere

estatisticamente sobre o resultado do método.

4.5.2Linearidade

A linearidade € verificada pela curva analitica, determinando o
coeficiente de correlagdo (r) ou de determinagio (r?), onde os valores ideais
esperados sao proximos de 1, ou seja, quanto mais préximo da unidade, menor a
dispersao do conjunto de pontos experimentais (RIBANI et al., 2004).

Segundo o0 DOC-CGRE-008 do INMETRO (2017) sugere-se a avaliagéao
da linearidade pela Analise de Variancia (ANOVA) da regressao como ferramenta
estatistica. A ANOVA ¢é utilizada para verificar a significAncia das regressoes,

baseada no teste F de regressao.

4.5.3 Efeito da Matriz

O efeito da matriz é o resultado da coeluicdo de elementos da matriz,
que afetam a ionizagdo dos analitos de interesse, resultando em supressao ou
amplificagcdo nas ionizagbes dos mesmos. Para isso, foram empregados dois
métodos para a avaliagao do efeito da matriz sobre os compostos glifosato, AMPA
e fosfoetanolamina (NOGUEIRA, 2013).
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4.5.3.1 Adicao de padrao pés-extragao

Neste método é preparado uma amostra branco da matriz e ao final do
preparo sao adicionados os analitos de interesse na matriz.

Para a realizacdo deste experimento foi preparada uma solugdo mista
dos padrdes glifosato, AMPA e fosfoetanolamina. A seguir, em ftriplicata, foram
preparados brancos da matriz utilizando a metodologia descrita no item 4.4.1 no
capitulo 4. Apés o preparo, o branco da matriz foi fortificado com a solucdo mista
dos compostos (NIESSEN et al., 2006; EECKHAUT et al., 2009).

A avaliacao do efeito de matriz é determinada a partir do Fator de Matriz

Normalizado pelo padrao interno (FMN), de acordo com a Equacéao 10

(Resposta do analito em matriZ)
Resposta do Pl em matriz

(Resposta do analito em solu(;éO)
Resposta do Pl em solugao

FMN = (10)

Considera-se que nao ha efeito de matriz, se o valor do coeficiente de
variacao (CV) entre as replicatas for igual ou menor que 15% (EMA, 2011; ANVISA,
2012).

4.5.3.2 Infusao poés-coluna

No método de infusdo pds-coluna utiliza-se a fonte de ions
(electrospray).

Neste ensaio, uma amostra de branco da matriz é injetada no método
desenvolvido no HPLC. Na saida da coluna analitica, um fluxo de infusao auxiliar
dos padrdes analiticos concentrados € adicionado. A Figura 19 apresenta o

esquema para a realizagao deste método.
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Figura 19 - Esquema da infusdo pos-coluna.
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Fonte: Adaptado MARTINS, 2005.

Neste procedimento, a linha de base dos compostos € alta no
cromatograma, devido a introdug¢ao continua do analito que esta sendo infundida.
Com a eluicao da amostra (matriz) injetada na coluna analitica, sdo analisadas as
possiveis perturbagdes que podem ocorrer na linha de base gerada pelo sinal do
analito sob fluxo de infusdo constante. Estas possiveis perturbagdes caracterizam
o efeito da matriz.

O efeito da matriz € a variacdo do sinal do analito pela coeluigdo ou
presenca de interferentes na amostra (matriz), pelos fendmenos de supressao ou
adicao de sinal (NIESSEN et al., 2006; ANNESLEY, 2003).

4.5.4 Estudo da estabilidade da reag¢ao de derivatizagao

Para resultados confiaveis e reprodutiveis, as amostras devem ser
estaveis por um determinado periodo. Devido a este fato, estudo de estabilidade

da reacgao de derivatizagao foi realizado (RIBANI et al., 2004).
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Para a realizacdo deste estudo, foi preparada uma amostra da matriz
fortificada com solugao mista dos compostos glifosato, AMPA e fosfoetanolamina
na concentragéo final de 0,5 ug mL™ e injetados em ftriplicata no sistema HPLC-
MS/MS nos seguintes tempos de 0; 6; 12 e 24 horas.

Os resultados foram determinados pela média das areas do sinal

analitico da triplicata para cada composto.

4.5.5Preparagao das amostras para os experimentos do software ResVal

Para a realizacao da validacao utilizando o software ResVal é necessario
determinar um nivel de concentracdo para cada analito. Estes experimentos séo
realizados com a preparacao de seis replicatas para concentracdes 0,5; 1; 1,5; 2 e
5 vezes em relacdo a concentracdo determinada. Estes ensaios sio repetidos em
trés dias diferentes em que sao realizados tratamentos estatisticos dos resultados
de exatiddo (recuperagao), precisao, repetibilidade, reprodutibilidade, limite de

decisao e limite de deteccéo.
4.5.6 Preparo da curva de calibragao e dos controles de qualidade

Para o desenvolvimento da validagao, foram preparados a curva de
calibracéo e os controles de qualidade nos cinco niveis de concentracao 20 vezes
mais concentrados em solugcdo de extragdo para ajuste do pH. Os niveis de
concentracao da curva de calibracao e os controles de qualidade sao apresentadas

nas Tabelas 6 e 7, respectivamente.

Tabela 6 - Curva de calibracao estoque (CCE) do glifosato e AMPA em solucao de extragao.

CCE Concentrag_éo Gli Concentragé? AMPA
(ng mL") (ug mL")

P1 80 40

P2 160 80

P3 320 160
P4 640 320
P5 1280 640
P6 2560 1280

Fonte: Préprio autor.
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Tabela 7 - Controles de qualidade estoque (CQE) do glifosato e AMPA em solugéo de extracao.

Concentragao Gli Concentragcao AMPA

CQE " A

(ng mL7) (ng mL7)
cQ1 100 60
cQ2 200 120
cQs3 300 180
cQ4 400 240
CcQ5 1000 600

Fonte: Préprio autor.

Para a realizacdo dos experimentos de validagao, as amostras foram
fortificadas durante o preparo das curvas de calibragao e controles de qualidade.

A fosfoetanolamina (padrao interno) foi adicionada na etapa de diluigao
com solucéo de agua / acetonitrila (50% / 50%, v/v) durante o preparo de amostra,
etapa anterior a reacao de derivatizacao.

No primeiro experimento foram preparadas a curva de calibracido e os
controles de qualidade em cinco niveis de concentracao relacionados ao nivel de
validacdo (NV) apresentados nas Tabelas 8 e 9, respectivamente. Esses cinco

niveis foram adicionados durante a extragao.

Tabela 8 - Curva de calibragao do glifosato e AMPA na matriz solo.

Nivel Concentragio Gli (mg kg') Concentragio AMPA (mg kg™)

P1 20 10
P2 40 20
P3 80 40
P4 160 80
P5 320 160
P6 640 320

Fonte: Préprio autor.
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Tabela 9 - Concentragado dos cinco niveis dos controles de qualidade e o niumero de replicatas.

. Glifosato AMPA Nuamero de
Nivel (NV =50 mg kg') (NV=30mgkg") replicatas
QC1 25 15 3
QC2 50 30 3
QC3 75 45 3
QC4 100 60 2
QC5 250 150 2

Fonte: Préprio autor.

Para o segundo e terceiro experimento foram preparados mais treze
pontos dos niveis de concentragao apresentado na Tabela 9 e a curva de calibragao
apresentado na Tabela 8 com o0 mesmo modo de preparo do primeiro experimento.

Para o quarto experimento foram preparadas a curva de calibragdo
apresentada na Tabela 8, doze amostras em branco (sem fortificagdo) da matriz

solo e doze amostras fortificadas no nivel do QC2.

4.6 Amostragem e preservagao da amostra

Para aplicagdo da metodologia analitica desenvolvida neste trabalho foi
realizado uma parceria com a EMBRAPA Solo (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria), localizada na cidade do Rio de Janeiro, que recebe solos para
analise de todos os estados brasileiros.

As sessenta amostras de solo foram enviadas ao laboratorio do CQMA
(Centro de Quimica e Meio Ambiente) / IPEN (Instituto de Pesquisa Energéticas e

Nucelares) e armazenadas para analise.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo sdo discutidos os resultados obtidos para cada teste

realizado para o desenvolvimento desta dissertacao.

5.1 Caracterizacao do solo

Previamente foram realizados dois experimentos para determinar o pH
e o teor de matéria organica no solo cedido pela EMBRAPA Soja. A realizagao
destes experimentos permite entender possiveis comportamentos do analito
glifosato no solo, avaliar potenciais adsorverdores do glifosato e possiveis

interferentes presentes na matriz.

5.1.1 Determinagao do pH do solo

O pH do solo foi determinado realizando o experimento em triplicata,
para isso trés amostras do mesmo solo foram preparadas de acordo com a
metodologia descrita no item 4.3.1 do capitulo 4.

O resultado obtido é descrito na Tabela 10, em que a média do pH

determinado no solo foi 4,80.

Tabela 10 - Resultados obtidos para a determinagéo do pH do solo.

Replicata Massasolo(g) pH Média pH SD
1 10,1 4,77
2 10,0 4,82 4,80 0,0265
3 10,1 4,81

Fonte: Préprio autor.
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Pelo fato de o glifosato ser uma molécula que possui quatro pKs
distintos, dependendo do pH, o glifosato apresentara um comportamento no solo

(ver Figura 4). A Figura 20 apresenta a estrutura do glifosato em pH igual a 4,80.

Figura 20 - Estrutura da molécula do glifosato em solo com pH = 4,80.
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Fonte: Préprio autor.

Neste pH, a molécula do glifosato sofre duas desprotonagdes, uma no
grupo fosfénico e, outra, no carboxilico; e uma protonagao, no grupo amino. Como
ambas as extremidades da molécula estdo desprotonadas, estas podem formar
complexo com metais. Também, pode ser adsorvido no solo pelo grupo fosfénico
do glifosato ou interagir com a fragao argila, pois a adsorgao do glifosato aumenta

com a diminuicao do pH.

5.1.2 Determinagao da matéria organica (MO)

O resultado obtido foi calculado pela Equacado 7 apresentada no item
4.3.2, no capitulo 4. Para a realizagao do calculo de teor de matéria organica (MO)

foram utilizados os dados apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Resultado obtido do teor de matéria organica (MO) contida no solo.

. Massa Massa solo Massa solo Média %
Replicata . (9) estufa (g) mufla (g) % de MO "~ 4. mo
1 5,003 1,301 0,9591 26,26
22,61
2 5,004 1,824 1,478 18,97

Fonte: Préprio autor.
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O teor médio de matéria organica determinado foi de aproximadamente
23%. Para teores de matéria organica acima de 5%, o solo é considerado fértil
(EMBRAPA, 2017).

O elevado teor de matéria orgéanica indica a adsor¢cdo do composto
glifosato no solo por ligagdes de hidrogénio e, possivel degradagao do composto
em seu principal metabdlito, o AMPA, e consequentemente, em CO2 e NHs.

Além disso, a matéria organica é derivada da degradacao de animais e
vegetais presentes no solo com caracteristicas polares, portanto, € um potencial
interferente para analise de glifosato e AMPA. Devido a este fato, estes compostos

podem ser extraidos em conjunto com o glifosato e AMPA, prejudicando a analise.

5.2 Estudos da metodologia

Nesta secdo, serdo apresentados os estudos realizados para o

desenvolvimento da metodologia analitica.

5.2.1 Estudos da metodologia do preparo de amostra

Ap0ds a caracterizacao e determinagao de possiveis comportamentos do
glifosato no solo foram realizados estudos para o preparo de amostra.

Os estudos avaliados neste trabalho foram realizados de acordo com
levantamento bibliografico. O preparo de amostra para analisar glifosato e AMPA
em solo envolvem, basicamente, as seguintes etapas: extragdo, clean-up e

derivatizacao.
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5.2.1.1 Estudo 1: Escolha da solugao de extragao

Estudos voltados para definir a solucdo de extracido foram realizados a
partir de solugdes ja definidas por outros autores, os quais sdo apresentados na
Tabela 12.

Tabela 12 - Testes realizados para a escolha da solugao de extragao.

Teste Solugoes de extragao Referéncia

Adaptado IBANEZ et al.,
1 0,1 mol L-" KOH em ACN : H20O (1:1) 2005; TODOROVIC et al.,
2013.

Adaptado IBANEZ et al.,
2 0,1 mol L' KOH em MeOH : H20 (1:1)  2005; TODOROVIC et al.,
2013.

IBANEZ et al., 2005;

3 0,1 mol L'" KOH em H20
TODOROVIC et al., 2013.

0,03 mol L' NazsPO4+ 0,01 mol L™
NasCsH507 em H20O

SUN et al., 2017

Fonte: Préprio autor.

Para a realizacao deste estudo, no solo, foi realizado adicdo de solugao
mista dos trés padrbes analiticos glifosato, AMPA e fosfoetanolamina para a
concentracgéo final de 0,25 ug mL™". Foi pesado aproximadamente 0,2 g de solo e
adicionado a solugédo mista dos padrbes analiticos. A seguir, 1 mL das solugdes
representadas nos quatro testes na Tabela 12 foram adicionados, seguidos de
agitacdo por 15 minutos, banho ultrassénico por 15 minutos, centrifuga por 30
minutos e analisados no sistema HPLC-MS/MS.

Os resultados foram avaliados pelo calculo da recuperagao. A Figura 21

apresenta os resultados dos testes realizados.
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Figura 21 - Comparacgao dos quatro testes de extracao realizados pela recuperacédo dos analitos
glifosato, AMPA e fosfoetanolamina em matriz solo.
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Fonte: Préprio autor.

Ao comparar os quatro testes realizados, observou-se que para o teste
1, o analito de interesse fosfoetanolamina apresentou elevada recuperacéo,
indicando possiveis compostos com caracteristicas similares interferiram na
ionizacao, ocasionando em um aumento do sinal analitico.

No teste 3, também, foram observadas elevadas recuperacdes para os
compostos glifosato e fosfoetanolamina. Ja, no teste 2, ndo houve sinal analitico
para o composto AMPA.

No teste 4, os trés apresentaram recuperagao igual ou inferior a 100%.
De acordo com SUN et al., 2017, a solucéo de extracao foi preparada com fosfato
trissédico (NasPOg4) e citrato de sdédio (NasCeHsO7). A funcdo de ambos os sais é
competir com o glifosato no solo. No caso do NazPOQOs, sua fungdo € adsorver o
atomo de fosforo presente em sua estrutura no solo, e o NazCeHs07 é formar
complexos com os metais no solo, tornando esta solugcao de extracdo mais seletiva.

Além disso, esta solugao apresenta pH aproximadamente iguala 11,0 e
neste pH, o glifosato e o AMPA, encontram-se mais polares, pois os grupos do
acido carboxilico e fosfonico, do glifosato, e o grupo fosfénico do AMPA, estao
desprotonados. Portanto, a solubilidade do glifosato e o AMPA aumenta, nao

adsorvendo no solo.
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Outro fator observado neste experimento foi que para a solugdes de
extragao que utilizavam o sal hidréxido de potassio (KOH) a coloragao da solugao
apos a extracao, era mais intensa do que quando comparado a solucao de extracao
do teste 4. A explicagao para este fato, se deve a baixa seletividade do KOH quando

comparado com a solucao do teste 4, extraindo mais componentes do solo.

5.2.1.2 Estudo 2: Escolha do clean-up

Em testes iniciais envolvendo a matriz foi observado que o sistema nao
apresentou sensibilidade consideravel em relacdo aos compostos estudados,
devido a presenca de interferentes na matriz que reduziam a intensidade do sinal
dos compostos.

A etapa de clean-up previamente a etapa de derivatizacdo possui o
intuito de reduzir interferentes, aumentando a seletividade na derivatizagcao dos
compostos estudados e, consequentemente, reduzindo do efeito de matriz do solo.

Neste caso, foi realizado um estudo para definir qual técnica de clean-
up seria a mais adequada para a eliminacio dos interferentes da matriz. A Tabela

13 apresenta as técnicas empregadas nesta etapa do estudo.

Tabela 13 - Testes realizados para determinar o clean-up a ser utilizado na metodologia final.

Teste Clean-up Referéncia
1 Diluigdo com ACN : H20 (1:1) -
Ajuste do pH=9 e Extracdo em Fase .
2 IBANEZ et al., 2005
Sdlida (SPE)
3 Extracdo Liquido — Liquido (LLE) SUN et al., 2017

Fonte: Préprio autor.

Para a realizagdo deste experimento, a amostra foi extraida com a

solucao e condig¢des definidas no estudo 1.
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No procedimento de diluicdo, as amostras fortificadas foram diluidas na
proporcao extrato:solvente (1:1) com solugéo de agua / acetonitrila (50% / 50%,
vIv).

Para o estudo de extracdo em fase sodlida (SPE), devido as
caracteristicas dos compostos estudados, o processo foi adaptado da técnica
original de SPE. Inicialmente o pH do extrato fortificado foi ajustado para
aproximadamente 9. Em seguida, iniciou-se o procedimento com as seguintes
etapas:

1. Condicionamento do cartucho: a ativagcdo do cartucho Oasis
HLB® foi realizado com 1 mL de metanol, seguido de 1 mL de agua. Na etapa de
condicionamento, a fase estacionaria foi mantida em contato com os solventes,
evitando a secagem do material de empacotamento da fase sélida.

2. Percolagao do extrato: o volume de 1 mL do extrato fortificado foi
percolado pelo cartucho, a fim de remover possiveis interferentes da matriz.

3. Eluicao do analito: como os compostos estudados apresentam as
caracteristicas altamente polares, este foram eluidos na etapa de percolagao do
extrato, ndo havendo percolacdo dos compostos estudados no cartucho.

Para a avaliacdo da técnica de extragao liquido-liquido (LLE), em um
microtubo foi adicionado o volume de 1 mL do extrato fortificado e 1 mL do solvente
n-hexano, seguido de agitacdo por 1 minuto e repouso por 30 segundos, formando
duas fases imisciveis. O sobrenadante, n-hexano é retirado, e entao, repetindo o
procedimento, é adicionado 1 mL de n-hexano.

A determinacdo da etapa de clean-up mais adequada também foi
realizada pelo calculo da recuperacao.

Para a realizacado deste estudo, foi realizado adicao de solugcdo mista
dos trés padrdes analiticos nas amostras de solo e estas extraidas com solucéo de
extragcdo e condigdes determinadas no estudo 1. A Figura 22 apresenta os

resultados obtidos referentes aos trés testes realizados nesta etapa.
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Figura 22 - Comparacao dos trés testes de clean-up realizados pela recuperagdo dos analitos

glifosato, AMPA e fosfoetanolamina em matriz solo.
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Fonte: Préprio autor.

Os valores das recuperagcdoes nos trés testes realizados para os
compostos variaram entre 35 a 110%. Em decorréncia da variagao dos resultados
deste estudo, este teste foi repetido com a adicdo da etapa de derivatizagao dos

compostos com o derivatizante PITC.

5.21.3 Estudo 3: Estado da arte - reagdo de derivatizagao com

fenilisotiocianato (PITC)

Na literatura, estudos envolvendo a analise de glifosato e AMPA em solo
via HPLC-MS/MS preconizam a etapa de derivatizagao.

A derivatizagao € uma etapa necessaria para analisar glifosato e AMPA
no solo, devido suas caracteristicas altamente polares e pela presenca de
interferentes presentes no solo que dificultam a quantificacido destes compostos.

A reacgao utilizando o derivatizante FMOC-CI é a mais empregada. No
entanto, esta reacao ¢é lenta, sendo necessario horas para ocorrer.

Portanto, neste estudo, como estado da arte, foi avaliado uma reacao de
derivatizacdo alternativa ao FMOC-CI com a utilizagdo do reagente

fenilisotiocianato (PITC).
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A metodologia empregada foi definida de acordo com os seguintes
autores: SHIMADZU, 2007; JIE et al., 2011 e SHI et al., 2013. Esta reacao ocorre
em meio basico, por isso utiliza-se a trietilamina. O carbono do derivatizante PITC
reage com o nitrogénio do grupo amino presente nas moléculas de glifosato, AMPA
e fosfoetanolamina.

Para o estudo foi utilizado uma solugcado mista dos trés padrdes analiticos
na concentragdo de 5 ug mL™' preparadas em agua ultrapura a partir das solugoes
estoques de cada composto.

Previamente a reacao, solu¢des dos reagentes de derivatizagao PITC e
trietilamina foram preparadas em acetonitrila (ACN).

A Figura 23 apresenta o procedimento de reagéo.

Figura 23 - Fluxograma do procedimento empregado para reagdo de derivatizacdo com PITC na

determinacao do glifosato e AMPA no solo.

[ 100 pL extrato ]

Adicionar 50 pL PITC + 50 pL trietilamina

Thermomixer a 40 °C e 600 r.p.m. por 20 minutos

Adicionar 200 pL n-hexano

Vortex por 40 segundos

Centrifugacao por 10 min. a 3000 r.p.m.

[ Retirar o sobrenadante ]

Fonte: Préprio autor.
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Apos a reacdo, a solucdo mista dos compostos derivatizados foi
infundida no espectrometro de massas e obtidos os espectros MS e MS/MS. A partir
desses espectros é possivel determinar os ions moleculares dos compostos
derivatizados e seus respectivos ions produtos, confirmando a ocorréncia da
reacao.

Esperava-se que os compostos apresentassem as seguintes massas
moleculares, formulas moleculares e razbes massa / carga (m/z) apresentadas na
Tabela 14.

Tabela 14 - Possiveis massa molar, formula molecular e razdes massa / carga (m/z) dos compostos

glifosato, AMPA e fosfoetanolamina a partir da reacao de derivatizagdo com PITC.

Massa Razao m/z Razao m/z
Férmula
Compostos Molar esperada no esperada no
Molecular .
(g mol) ESI (-) * ESI (+)
Glifosato + PITC C10H13N20s5PS 304,03 303,0 305,0
AMPA + PITC CsH11N20O3sPS 246,03 2450 247.0
Fosfoetanolamina +
CoH13N204PS 276,03 275,0 277,0

PITC

* ESI (-): fonte de ionizagdo no modo negativo.
** ESI (+): fonte de ionizagdo no modo positivo.

Fonte: Préprio autor.

Apds a reacado, os compostos foram infundidos no espectrémetro de
massas. Foi observado maior sensibilidade no modo negativo. Primeiramente, a
aquisicao de dados no sistema ocorreu em modo de varredura SCAN, em que o
sistema realiza uma varredura em determinada faixa de m/z dos ions obtidos na
ionizagao. A partir do espectro MS (Figura 24) foi possivel verificar a formagao dos

compostos derivatizados.
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Figura 24 - Espectro MS no modo negativo, indicando a formagao dos compostos derivatizados.
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No espectro MS, Figura 24, as seguintes razdes m/z iguais a 245,0;
2747 e 302,8 representam, respectivamente, os compostos AMPA,
fosfoetanolamina e glifosato derivatizados com PITC. No entanto, as razbes m/z
251,0; 259,1 e 284,9 correspondem a fragmentagcao do composto glifosato durante
a ionizagao na fonte.

Para confirmar a formagao dos compostos derivatizados, foi realizado a
fragmentacao destes ions, permitindo a confirmacéo, pelo modo de varredura do
ion produto, formando um espectro MS/MS.

No modo de varredura do ion produto, o sistema aplica um filtro e
seleciona o ion precursor com m/z especifico no primeiro analisador (Q1),
fragmenta (Q2) e no segundo analisador (Q3), uma varredura é realizada em
determinada faixa de m/z, identificando os ions produtos (fragmentos), permitindo
a confirmagéo dos compostos derivatizados. A Figura 25 apresenta o espectro

MS/MS do ion precursor referente ao glifosato derivatizado de m/z igual a 303.
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Figura 25 - Espectro MS/MS referente ao composto glifosato derivatizado com PITC (Gli + PITC).
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Fonte: Préprio autor.

Na Figura 25, foi possivel observar a formagao do ion produto com razao

m/z igual a 167,9. Este ion é referente a fragmentagcdo da molécula Gli+PITC,

formando o composto glifosato. Além disso, pode-se observar a razdo m/z igual a

150,0; que corresponde a outro ion produto correspondente da fragmentagéo do

glifosato.

A Figura 26 apresenta as possiveis estruturas moleculares do ion

precursor e dos demais produtos formados



Figura 26 - Possiveis estruturas para os ions formados a partir da fragmentag¢ao do glifosato derivatizado.
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A Figura 27 apresenta o espectro MS/MS do ion precursor referente ao
AMPA derivatizado de m/z igual a 245.

Figura 27 - Espectro MS/MS referente ao composto AMPA derivatizado com PITC (AMPA + PITC).
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* Razdes m/z em vermelho foram utilizadas na otimizagdo MRM para quantificar e confirmar o AMPA + PITC.

Fonte: Préprio autor.

Na Figura 27 observa-se a formagéao do ion produto com razao m/z igual
a 109,8; que corresponde a formagao do composto AMPA, a partir da fragmentagao
da molécula AMPA + PITC. A Figura 28 apresenta as possiveis estruturas

moleculares do ion precursor e dos demais produtos formados.



Figura 28 - Possiveis estruturas para os ions formados a partir da fragmentacdo do AMPA derivatizado.
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A Figura 29 apresenta o espectro MS/MS do ion precursor referente ao
fosfoetanolamina derivatizado de m/z igual a 275.

De acordo com a Figura 29, pode-se observar a formacgéao do ion produto
com razao m/z igual a 139,8. Este ion formado é referente a fragmentagao da
molécula Fosfo + PITC na ligagdo carbono — nitrogénio, formando o composto

fosfoetanolamina.

Figura 29 - Espectro MS/MS referente ao composto fosfoetanolamina derivatizado com PITC (Fosfo
+ PITC).
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Fonte: Préprio autor.

A Figura 30 apresenta as possiveis estruturas moleculares do ion

precursor e dos produtos formados



Figura 30 - Possiveis estruturas para os ions formados a partir da fragmentacao da fosfoetanolamina derivatizada.
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5.2.1.4 Estudo 4: Otimizacao da etapa de clean-up previamente a

derivatizagdao com PITC

Como os resultados obtidos no estudo 2 ndo foram satisfatérios, o
estudo de clean-up foi reavaliado com a adigao da etapa de derivatizagao.

Para a realizacao deste estudo, foi realizada a adigao de solugcéo mista
dos padrbées nas amostras de solo e preparadas de acordo com o fluxograma da
metodologia analitica descrita na Figura 18 no item 4.4.1 do capitulo 4 com as

seguintes condigbes testadas, apresentadas na Tabela 15.

Tabela 15 - Testes realizados para etapa de clean-up seguido de derivatizagdo com PITC.

Teste Solugao de extragao Clean-up
1 1 mL de solu¢do de NasPO4  Diluicdo 1:1 com
e NazCeHs07 ACN : H20 (1:1)
0 1 mL de solu¢do de NasPO4 Ajuste do pH=9 e

e Na3CgHs07 SPE

1 mL de solucédo de NasPOg4
3 LLE
e NasCsHs507

Fonte: Préprio autor.

Neste estudo foi considerado o fator de diluicdo para os trés testes
realizados, em que as concentracdes dos padrdes analiticos apds o preparo foram
iguais a 0,25 yg mL".

Os resultados foram avaliados pela recuperagao, e assim, definida a
metodologia mais adequada para o preparo de amostra. A Figura 31 apresenta os

resultados obtidos referentes aos trés testes realizados neste estudo.
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Figura 31 - Comparacao dos trés testes de clean-up seguidos da etapa de derivatizagao pela
recuperacao dos analitos glifosato, AMPA e fosfoetanolamina em matriz solo.
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Fonte: Préprio autor.

Apos a adicdo da etapa de derivatizagdo no estudo de clean-up
reavaliado, as recuperacgdes obtidas para os trés compostos foram superiores a
120% para o teste 3.

Para os testes 1 e 2, os resultados das recuperacdes dos compostos
foram aproximadamente 100%.

A escolha do teste 1 como metodologia final se deve a etapa de clean-
up estudada, pois a diluicdo € uma técnica simples. Além disso, em testes de efeito

de matriz ndo foi observado interferéncia em ambos os testes realizados.

5.2.2 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem
(HPLC-MS/MS)

Para a analise no sistema HPLC-MS/MS, o desenvolvimento envolve as
seguintes etapas: otimizagao do espectréometro de massas e o desenvolvimento do
método cromatografico.

No espectrédmetro de massas foi realizada a otimizag¢ao dos analisadores

(Q1 e Q3) e célula de colisédo (Q2) no modo de operacdo MRM, definindo as
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condigdes 6timas para as duas transigdes (par ion precursor / ion produto) mais
intensas para cada composto.

Apds a otimizacdo no espectrdbmetro de massas, foi desenvolvida a
cromatografia em que as seguintes condi¢bes foram determinadas: coluna
cromatografica, composicao da fase movel, fluxo da fase movel, temperatura do
forno de coluna, volume de injegdo da amostra e gradiente de eluicdo da corrida
cromatografica.

A escolha do método cromatografico foi realizada pela avaliagdo da
intensidade do sinal analitico e resolugao dos picos cromatograficos dos compostos
em estudo.

Nos testes iniciais, foi reproduzida a cromatografia desenvolvida por
SCHREIBER et al.,, 2016 para analisar glifosato e AMPA em agua sem
derivatizacao.

Nesta metodologia (método A), a coluna utilizada foi a Acclaim™
Trinity™ Q1 com dimensdes de 100 x 3 mm; 3 um, da marca Thermo Scientific;
fase mével (A) agua com solugcado tampao de 50mM formiato de amdnio / acido
férmico (pH = 2,9) e (B) acetonitrila; volume de injecdo da amostra 10 uL e
temperatura do forno de coluna de 40 °C. A Tabela 17 apresenta o gradiente de

eluicdo do método A.

Tabela 16 - Gradiente de eluigéo utilizado no método cromatografico A.

Instante Tempo (min.) Fluxo (uL min') A (%) B (%)

0 3,00 500 100 0
1 3,00 500 100 0
2 3,01 500 5 95
3 6,00 500 5 95
4 6,01 500 100 0

Fonte: Préprio autor.
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As condi¢des otimizadas no espectrémetro de massas para os analitos

glifosato, AMPA e fosfoetanolamina sem derivatizagdo sdo apresentadas na Tabela

17.

Tabela 17 - Método A: pardmetros MRM otimizados para os compostos glifosato, AMPA e

fosfoetanolamina para metodologia sem derivatizagao.

Q1 Q3 DP EP CEP CE CXP
Compostos
(m/z) (mlz) (V) (V) (V) (ev) (V)
79,0* -42
Glifosato 168,0 110,0 -25 -4 -10 - 30 -2
124,0 -14
78,9* -34
AMPA 110,0 -50 -6 -8 -2
62,8 -28
Fosfoetanolamina 139,9 79,0 -45 -8 -10 -22 -2

* Os valores em negritos representam as transi¢des (par ion precursor / ion produto) de quantificagéo.

Fonte: Préprio autor.

O método A foi aplicado para testes iniciais na etapa de extracao e clean-

up durante o desenvolvimento do preparo de amostra. A Figura 32 apresenta o

cromatograma da solugdo mista dos padrées analiticos glifosato, AMPA e

fosfoetanolamina em agua ultrapura na concentragéo de 0,5 ug mL".
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Figura 32 - Cromatograma dos compostos glifosato, AMPA e fosfoetanolamina sem derivatizagao

(método A) em agua na concentragéo de 0,5 yg mL™".
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Fonte: Préprio autor.

Os compostos AMPA, fosfoetanolamina e glifosato foram eluidos com
os respectivos tempos de retencao, 1,20; 1,20 e 2,00 minutos, respectivamente.

Nesta metodologia, os trés compostos apresentaram baixa sensibilidade
em solvente, as intensidades dos sinais analiticos apresentadas para o glifosato e
AMPA foram 250 e 1050 cps, respectivamente.

Em testes com a matriz, as sensibilidades dos compostos diminuiram
quando comparados em solvente, pois supde-se a coeluicdo das substancias
huamicas. Portanto, um segundo método, foi desenvolvido para os compostos
derivatizados, denominado método B.

Para o desenvolvimento da metodologia B para os compostos
derivatizados com PITC, foram avaliados diversos métodos com diferentes tipos de

colunas cromatograficas e fases méveis.
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O cromatograma do método B desenvolvido para os compostos
derivatizados com PITC é apresentado na Figura 33. As condigbes do método B

sao apresentadas no item 4.4.2 no capitulo 4 desta dissertacao.

Figura 33 - Cromatograma dos compostos glifosato, AMPA e fosfoetanolamina derivatizados

(método B) em agua na concentragéo de 0,5 yg mL™".
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Fonte: Préprio autor.

No método B, apds a derivatizagcdo dos compostos foi observado um
aumento na sensibilidade. No entanto, ndo houve separacao dos sinais analiticos
dos trés compostos, apresentando tempo de retengao igual a 1,24 minutos. Devido
a alta seletividade da técnica de espectrometria de massas em tandem, mesmo
que os compostos apresentem mesmo tempo de retengdo, é possivel separar os
sinais dos analitos, permanecendo a seletividade.

Ap0ds testes envolvendo a matriz, nao foi observado diminuicdo do sinal
dos compostos em presenca de interferentes da matriz. Portanto, o método B foi

utilizado como método cromatografico final.
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5.3 Validagao do método

Nesta secéo serdo abordados os resultados dos estudos realizados para

a validagao da metodologia.

5.3.1 Efeito da matriz

Como o solo é considerado uma matriz complexa, dois testes foram
realizados para avaliar o efeito da matriz para os compostos estudados: adicdo de

padrao pos-extracao e infusdo pds-coluna.

5.3.1.1 Adicao de padrao pés-extragao

Neste estudo, o branco do solo foi preparado em triplicata pelo método
descrito na Figura 18 no item 4.4.1 do capitulo 4 desta dissertacdo. Ao final do
preparo, uma solucdo mista dos padrdes analiticos derivatizados foram
adicionados na matriz e analisados.

Os resultados foram avaliados pelo coeficiente de variagdo (CV) em que
o valor de CV inferior a 15%, indica que nao ha efeito de matriz. A Tabela 18

apresenta os dados e resultados obtidos das analises realizadas.

Tabela 18 — Resultado do Fator de Matriz Normalizado (FMN) para glifosato, AMPA na concentragéo
final de 250 ng mL"".

FMN Desvio
Composto FMN1 FMN2 FMN3 CV (%)
médio Padrao
Gli + PITC 1,17 1,50 1,08 1,25 0,216 17,3
AMPA + PITC 1,11 1,23 1,09 1,14 0,0726 6,36

Fonte: Préprio autor.
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A partir dos resultados de CV obtidos, pode-se verificar que para o
composto glifosato houve efeito de matriz (CV > 15%) e para o AMPA n&o houve
efeito de matriz (CV< 15%).

5.3.1.2 Infusao pods-coluna

A avaliagao do efeito da matriz para os compostos também pode ser
realizada pela infusdo dos padrdes analiticos na fonte de espectrdmetro de massas
concomitante com a injecdo da matriz ou solvente no sistema de HPLC-MS/MS.

Neste teste sdo avaliadas variacdes no sinal dos compostos durante a
corrida cromatografica, em presenca da matriz, se ocorrer diminuicdo do sinal dos
analitos (supressao) ou aumento do sinal dos analitos (adigdo), comparado com o
sinal dos analitos em solvente, indica a presenga do efeito da matriz. As Figuras
34, 35 e 36 apresentam os cromatogramas obtidos na infusdo pds coluna em agua
ultrapura e em matriz para o glifosato, o AMPA e a fosfoetanolamina,
respectivamente.

A variacao do sinal dos compostos foi determinada na faixa de tempo de
1,20 a 1,29 minutos, pois € neste intervalo que os compostos sao eluidos durante
a corrida cromatografica.

As intensidades dos sinais dos cromatogramas em agua (A) e em solo
(B) para o glifosato e a fosfoetanolamina (Figuras 34 e 36, respectivamente), nao
houve variagdes significativas em agua e em solo, sendo as intensidades
aproximadamente, em agua e solo, 35.000 e 40.000 cps, respectivamente para
cada analito.

Ja, para o AMPA derivatizado, (Figura 35) ocorreu diminuigao
(supressao) na intensidade do sinal, em agua (A) a intensidade do sinal foi
aproximadamente 77.000 cps e em solo (B) a intensidade obtida foi de 68.000 cps.

De acordo com os resultados, para o AMPA houve interferéncia da
matriz. Portanto, para validacdo da metodologia a curva de calibragao foi realizada

na matriz.
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Figura 34 - Cromatogramas em agua (A) e solo (B) do composto glifosato derivatizado em infusao

pos-coluna para determinagao do efeito de matriz.
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Figura 35 - Cromatogramas em agua (A) e solo (B) do composto AMPA derivatizado em infusao

pos-coluna para determinagao do efeito de matriz.
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Figura 36 - Cromatogramas em agua (A) e solo (B) do composto fosfoetanolamina derivatizado em

infusdo pds-coluna para determinacao do efeito de matriz.
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5.3.2 Estudo da estabilidade da reagao de derivatizacao

Definido o uso da derivatizacao para o preparo de amostra, foi realizado
o teste de estabilidade dos derivados. Para a realizagdo deste experimento, uma
amostra fortificada com solugao mista dos compostos na concentragao final de 500
ng mL™".

A amostra foi injetada, em ftriplicata, no sistema em tempos
determinados de 0, 6, 12 e 24 horas. As médias das areas dos compostos foram
calculados juntamente com o CV, onde foi considerado a variagdo entre 15%

aceitavel. Na Tabela 19 sdo apresentados os resultados obtidos.

Tabela 19 - Média das areas dos compostos nos tempos 0, 6, 12 e 24 horas.

Areas Areas Areas
;eor::s‘; Gli+PITC (E/:,) AMPA+PITC (E/:,) Fosfo+PITC (E/:,)
(n=3) (n=3) (n=3)
0 19972 2,28 139.900 2.10 85.470 3.56
6 17500 2,83 126.000 1,25 84.000 2 44
12 17242 7,98 135.297 1,79 86.727 3,87
24 19295 2,92 136.306 0,92 80.869 7.01

Fonte: Préprio autor.
O grafico da Figura 37 representa a variagdo da area em fungéo do
tempo.

Figura 37 - Grafico das areas dos compostos no periodo de 0, 6, 12 e 24 horas.
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Fonte: Préprio autor.
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De acordo, com os dados obtidos, a reacido de derivatizagcao foi estavel

para os compostos glifosato, AMPA e fosfoetanolamina pelo periodo de 24 horas.

5.3.3Validagcao do método utilizando o guia 2002/657/EC — ResVal e DOC-
CGRE-008 do INMETRO

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados obtidos dos
experimentos realizados durante a validacdo do método para os compostos
glifosato e AMPA. Os resultados de seletividade e linearidade foram determinados
de acordo com o guia DOC-CGRE-008 do INMETRO (2017). Para a avaliagao os
parametros de exatidao, preciséo, limite de decisao (CCa), capacidade de detecgao
(CCB) e aincerteza foi utilizado a planilha ResVal, de acordo com o guia da unido
europeia 2002/657/EC (2002).

5.3.3.1 Seletividade

A seletividade foi confirmada com a técnica HPLC-MS/MS em que foram
utilizados pelo menos quatro pontos de identificacdo para cada composto, que
mesmo eluidos no mesmo tempo de retencdo, ocorreu a identificacdo dos
compostos pelo espectrdmetro de massas, assegurando a seletividade do método.

A seletividade também foi avaliada pelos testes estatisticos: teste F
(Snedecor) de homogeneidade das variancias e teste t (Student) de significancia
das diferencas, em que foram observadas as areas para cada uma das oito
replicatas para os seis niveis de concentragdo com e sem matriz.

As Tabelas 20 e 21 apresentam os resultados dos testes F (Snedecor)
e t (Student) obtidos pelas Equacdes 7, 8 e 9 no item 4.5.1 do capitulo 4 para os

ensaios com e sem matriz.
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Tabela 20 - Resultados de seletividade determinados por meio dos testes F e t para o glifosato, pela

adicdo de padrao em solvente e matriz solo, considerando F 7,7,95% = 3,790 e t 14, 95% = 2,145.

Concentracgao glifosato Sem matriz Com matriz

(mg kg") o2 2 F caliculado  t calculado
20 0,0007624 0,0006790 1,123 0,4442
40 0,005169 0,002589 1,997 1,797
80 0,001977 0,003188 1,613 3,470
160 0,02856 0,03141 1,100 4,039
320 0,2006 0,07971 2,516 4,010
640 16,14 0,9995 16,15 0,6130

Fonte: Préprio autor.

Tabela 21 - Resultados de seletividade determinados por meio dos testes F e t para o AMPA, pela

adicdo de padrao em solvente e matriz solo, considerando F 7,7,95% = 3,790 e t 12, 95% = 2,179.

Concentragcao AMPA Sem matriz Com matriz

(mg ka") <2 2 F calculado  t calculado
10 0,001141 0,002986 2,617 0,06524
20 0,003872 0,01887 4,872 0,5698
40 0,005743 0,07288 12,69 0,8671
80 0,07513 0,3219 4,284 0,4182
160 0,2870 1,142 3,978 0,8036
320 17,60 3,202 5,497 0,8447

Fonte: Préprio autor.

A partir dos resultados das Tabelas 20 e 21 é observado que para
determinados niveis de concentracdo, os valores calculados de F e t foram

superiores aos valores tabelados de F e t, respectivamente. Portanto, estes
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resultados indicam que a matriz interfere na precisdo do método, ou seja, possui
um efeito significativo sobre a faixa de concentragao avaliada, evidenciando que a

quantificacdo deve ser realizada com curva analitica preparada na matriz solo.

5.3.3.2 Linearidade

Para a construgéo das curvas analiticas para o glifosato e AMPA foram
analisados seis pontos com as concentracdes apresentadas na Tabela 8 do item
4.5.6 no capitulo 4. Cada ponto foi preparado em duplicata para cada experimento
€ a média dos dois pontos foi utilizada para a curva de calibragao final para cada
experimento. As Tabelas 20 e 21 apresentam as curvas de calibragao, a regressao
linear e os respectivos coeficientes de determinagédo (r?) para os compostos

glifosato e AMPA derivatizados com PITC.

Tabela 22 - Curvas de calibragao, regressao linear e os respectivos coeficientes de determinagao

(r?) para os quatro experimentos realizados para o glifosato.

Experimento Regressao linear (y = ax +b) r?
y=0,013x—0,225 0,9934
2 y=20,017x-0,321 0,9947
3 y = 0,015 x — 0,583 0,9931
4 y =0,006x— 0,167 0,9960

Fonte: Préprio autor.

Tabela 23 - Curvas de calibragao, regressao linear e os respectivos coeficientes de determinagao

(r?) para os quatro experimentos realizados para o AMPA.

Experimento Regressao linear (y = ax +b) r?
y = 0,043 x — 0,040 0,9991
2 y=0,031x-0,037 0,9975
3 y =0,036 x — 0,085 0,9997
4 y =0,035x — 0,099 0,9965

Fonte: Préprio autor.
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A partir dos dados apresentados, a curva analitica do composto AMPA
apresentou melhor linearidade, em que os coeficientes de determinacao variaram
entre 0,9965 a 0,9997 para os quatro experimentos. Ja para o glifosato, os
coeficientes de determinacado para os quatro experimentos variaram entre 0,9931
a 0,9960. As Figuras 38 e 39 apresentam as curvas analiticas do experimento 4

para o glifosato e do experimento 3 para o AMPA, respectivamente.

Figura 38 - Curva analitica obtida do experimento 4 para o glifosato.
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Fonte: Préprio autor.

Figura 39 - Curva analitica obtida do experimento 3 para o AMPA.
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Fonte: Préprio autor.
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O INMETRO (2017) também sugere a aplicagao da analise de variancia
(ANOVA), que avalia a linearidade pelo uso da estatistica. A partir dos calculos
estatisticos ANOVA, a analise foi realizada pelo teste F de regressédo, em que é
verificado a adequacgédo do modelo de regressdo adotado aos dados obtidos. A

Tabela 24 apresenta os resultados deste estudo.

Tabela 24 - Resultados da analise de variancia (ANOVA) para os compostos de estudo, glifosato e
AMPA, no ensaio com matriz solo.

F calculado

Composto
matriz solo
Glifosato 1919,17
AMPA 1028,95

*F tabelado (1, 47, 95%) = 4,085
Fonte: Préprio autor.

A partir dos resultados de varidncia apresentados na Tabela 24 é
observado que os valores de F caicuiado para ambos os compostos, glifosato e AMPA,
foram superiores ao F tabelado, OU S€ja, F caiculado > F tabelado, cONfirmando a
significancia da equagao de reta. Portanto, a equacgéao de reta € adequada para as

oito replicatas de cada ponto avaliado.

5.3.3.3 Exatidao (recuperagao)

Os dados de recuperacdo dos analitos nas amostras de solo foram
plotados em curva de regressao linear para a avaliagdo da recuperacao dos
métodos em diferentes concentracbes de fortificacdo. As Tabelas 22 e 23
apresentam os dados das curvas construidas para glifosato e AMPA no software

ResVal a partir dos dados de recuperacéo.
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Tabela 25 - Regresséo linear e os respectivos coeficientes de determinagéo (r?) calculados a partir

dos resultados de recuperagéao das amostras fortificadas para o glifosato.

. Regressao linear
Experimento r? n
(y = ax +b)

1 y =0,011x— 0,007 0,9862 21
y =0,015x—0,142 0,9788 21
y=0,011x—0,158 0,9811 21

Fonte: Préprio autor.

Tabela 26 - Regresséo linear e os respectivos coeficientes de determinagéo (r?) calculados a partir

dos resultados de recuperagédo das amostras fortificadas para o AMPA.

Regressao linear

Experimento r? n
(y = ax +b)

1 y=20,045x—-0,110 0,9907 21

y =0,033x—0,005 0,989 21

3 y=20,032x—-0,002 0,9932 21

Fonte: Préprio autor.

As curvas representam as recuperacoes obtidas nos experimentos 1, 2
e 3 realizados nos trés primeiros dias de validagao, nas concentragdes de 0 (n =
1), 25 (n =6), 50 (n =6), 75 (n =6), 100 (n=1) e de 250 mg kg’ (n = 1) para o
glifosato. Para o AMPA, as concentragdes foram: 0 (n = 1), 15(n = 6), 30 (n = 6),
45(n=6),60(n=1)ede 150 mg kg (n =1).

Para o glifosato, as linearidades das curvas demonstram que a matriz
influencia na recuperagao nesta faixa de fortificagdo. No Apéndice A, a partir dos
resultados de recuperagao para o segundo dia de experimento, foi observado efeito
da matriz na recuperacgao no primeiro nivel de fortificacdo nas amostras.

Ja, para o AMPA, as recuperagdes obtidas nos experimentos foram
adequadas dentro da faixa de fortificagdo nas amostras. O Apéndice B, apresenta

os resultados de recuperacgao para o terceiro dia de experimento.
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5.3.3.4 Niveis criticos: limite de decisdo (CCa) e capacidade de detecgao

(CCB)

O limite de decisao (CCa) e capacidade de deteccdo (CCB) também
foram calculados para o glifosato e AMPA a partir dos experimentos 1, 2 e 3. As

Tabelas 24 e 25 apresentam os resultados.

Tabela 27 - Limite de decisao (CCa) e do limite de determinagao (CC) calculados para o glifosato.

CCa (mg kg') CCPB (mg kg™

Experimento 1 4,88 8,32
Experimento 2 6,07 10,34
Experimento 3 5,72 9,74

Média 5,56 9,47

Fonte: Préprio autor.

Tabela 28 - Limite de decisdo (CCa) e do limite de determinagéo (CC) calculados para o AMPA.
CCa (mg kg™) CCB (mg kg™)

Experimento 1 2,39 4,08
Experimento 2 2,53 4,32
Experimento 3 2,05 3,49

Média 2,33 3,96

Fonte: Préprio autor.

O limite de decisao (CCa) calculado para o glifosato e AMPA foram 5,56
e 2,33 mg kg™, respectivamente, e a capacidade de determinagdo (CCB) calculado

para o glifosato e AMPA foram 9,47 e 3,96 mg kg™, respectivamente.
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5.3.3.5 Precisao

O software ResVal também calcula o desvio padrao (SD) e o coeficiente
de variagdo (CV) obtidos nos estudos de recuperacdo dos analitos glifosato e
AMPA nas amostras de solo fortificadas. Os resultados obtidos nos experimentos
1, 2, 3 e 4 para os niveis de validagao 15, 30 e 45 mg kg™!, para o AMPA, e 25, 50

e 75 mg kg™ para o glifosato sdo apresentados nas Tabelas 26 e 27.

Tabela 29 — Desvio padrao (SD) e coeficiente de variagao (CV) calculados para o glifosato nos
niveis de validagdo de 25, 50 e 75 mg kg™'.

Exp. 1 Exp.2 Exp. 3 Exp. 4
Nivel de
fortificacao SOD (;‘V SOD fv SOD EV SOD EV
(mg kg'} (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
25 74 51 5,0 3,7 55 2,9 - -
50 42 37 111 10,7 51 4.4 7,2 7,4
75 87 82 112 11,0 5,0 4.4 - -

Fonte: Préprio autor.

Tabela 30 — Desvio padrao (SD) e coeficiente de variagao (CV) calculados para o AMPA nos niveis

de validagdo de 15, 30 e 45 mg kg™'.

Exp. 1 Exp.2 Exp. 3 Exp. 4
fo':t'i‘;f;ad;o SD CV SD C SD CV SD ¢V
i kga) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
25 53 58 129 106 86 87 - -
50 66 69 115 100 52 53 27 27
75 50 57 78 75 83 89 - ;

Fonte: Préprio autor.
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A partir dos dados apresentados nas Tabelas 26 e 27 foi possivel
observar que o método foi preciso para o glifosato e AMPA na faixa de

concentragao estudada, pois os valores de SD e CV foram inferiores a 15%.
5.3.3.6 Incerteza de medigao

Para o calculo da incerteza de medi¢cao do método, o software ResVal
utiliza os resultados de varidncia de repetibilidade, entre experimentos e
reprodutibilidade determinados para cada analito nos niveis de validacao 15, 30 e
45 mg kg™ para o AMPA; e 25, 50 e 75 mg kg™ para o glifosato. Os resultados sdo

apresentados nas Tabelas 28 e 29.

Tabela 31 - Variancia (s?) de repetibilidade, entre experimentos e de reprodutibilidade calculados
para o glifosato nos niveis de validagéo de 25, 50 e 75 mg kg™

fo"r't'i‘;fc'aizo Repetibilidade expe'i?r::n tos  Reprodutibilidade
(mg kg™) () (s12) (%)
25 1,7743 50,2304 52,0046
50 13,8074 8,6103 22,4177
75 42,2609 13,7829 56,0439

Fonte: Préprio autor.

Tabela 32 - Variancia (s?) de repetibilidade, entre experimentos e de reprodutibilidade calculados

para o AMPA nos niveis de validagéo de 15, 30 e 45 mg kg™".

fo':t'i‘;fc'ai;o Repetibilidade exp:?r::n tos Reprodutibilidade
(mg kg™) (57) (s12) (%)
15 0,7599 5,8506 6,6105
30 6,0547 9,6911 15,7459
45 10,4904 12,1034 22,5938

Fonte: Préprio autor.

Os resultados apresentados nas tabelas acima indicam que a variagao

apresentada na reprodutibilidade para o glifosato e AMPA podem estar associadas
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a matriz, pois os valores das variancias da reprodutibilidade e entre experimentos
foram os maiores para ambos os analitos.

A partir dos dados apresentados nas Tabelas 28 e 29, o software ResVal
calcula estatisticamente a incerteza de medicdo do método para cada analito, em
que os valores obtidos foram 0,095 mg kg™ para o glifosato e 0,079 mg kg™' para o
AMPA. Esse valor é associado a dispersao dos valores, em que € averiguado pelos

resultados apresentados de variancia para ambos os analitos.
5.4 Analises das amostras

Sessenta amostras cedidas pela EMBRAPA Solo foram analisadas. Nas
amostras nao foram verificados variacdo do sinal analitico da fosfoetanolamina,
utilizada como padrao interno.

A Tabela 30 apresenta os resultados das amostras em que foram

detectados os analitos de interesse.

Tabela 33 - Resultados das doze amostras em que foi possivel verificar a presenga do glifosato e
AMPA,

Identificacdo das amostras Glifosato (mg kg') AMPA (mg kg™)

A 2 . <LQ
A 11 <LQ <LQ
A 15 - <LQ
A 16 - <LQ
A 26 . <LQ
A 27 - <LQ
A 32 - <LD
A 35 - <LQ
A 39 - <LD
A 44 ; <LQ
A 55 . <LQ
A 59 - <LQ

* LD (Limite de Detecgao) e LQ (Limite de Quantificagéo).
Fonte: Préprio autor.
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A partir das analises das sessenta amostras, em doze amostras de solo
foi possivel detectar a presencga do analito AMPA, e somente em uma das amostras
foi possivel detectar a presenga do analito glifosato.

A Figura 40 apresenta o cromatograma da amostra 11, em que foi

identificado a presenga de ambos os analitos, glifosato e AMPA.

Figura 40 - Cromatograma da amostra 11 em que foram detectados os analitos glifosato e AMPA.
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Fonte: Préprio autor.

A deteccao de ambos os compostos comprova que na amostra 11, o
solo é um adsorvedor do glifosato. A detecgdo do AMPA, indica a degradagao do
glifosato pelos microorganismos presentes que o utilizam como fonte de energia.

A nao identificacdo nas outras amostras de solos analisadas, pode ser
explicado pela degradacdo do AMPA em gas carbdnico (CO2) e ambnia (NH3)
(Figura 41).
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Figura 41 - Degradacao do glifosato em solo, formando o principal componente de degradagéo, o

acido aminometilsfosfénico (AMPA) e, consequentemente, em diéxido de carbono (CO2) e ambnia

(NHs).
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Fonte: préprio autor.

Em nenhuma das amostras detectadas, foi possivel a quantificacdo dos

compostos de estudo. Este fato se deve ao limite de quantificagdo do método.

Portanto, para a quantificacdo os compostos glifosato e AMPA em solo,

em niveis mais baixos, é necessario a utilizagcao de um sistema mais sensivel.
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6 CONCLUSAO

As conclusdes deste trabalho s&o:

No pH igual a 4,80 determinado no solo, o glifosato adsorve pela
formagdo de complexos com metais ou pelo grupo fosfénico. O teor de matéria
organica igual a 22%, indica a presenga de potenciais interferentes presentes na
matriz, sendo estes, extraidos em conjunto com os analitos de estudo. E adsorgao
do glifosato, seguido de sua degradacédo, em acido aminometilfosfonico (AMPA),
diéxido de carbono (CO2) e amonia (NHz);

Como estado da arte, neste trabalho, foi aplicada uma reagdo de
derivatizacao utilizando o reagente fenilisotiocianato (PITC), reduzindo o tempo de
reacao quando comparado a reacdo com FMOC-CI para a técnica HPLC-MS/MS;

Comparado com a literatura foi desenvolvido um método de extragao
mais simples, rapido e de menor custo, devido a reacéo de derivatizagao que ocorre
em apenas 20 minutos;

Para confirmar a ocorréncia da reacdo de derivatizacdo foram obtidos
espectros MS e MS/MS dos compostos em estudo glifosato, AMPA e
fosfoetanolamina derivatizados, comprovando a ocorréncia da reacao;

Duas metodologias foram desenvolvidas para analisar glifosato e AMPA
em solo via HPLC-MS/MS, método A (sem derivatizagdo) e método B (com
derivatizacéo). A reproducédo do método A (sem derivatizagao), desenvolvido por
SCHREIBER et al., 2016, no sistema HPLC-MS/MS para analisar glifosato e AMPA
em solo nao foi adequada, pois este método apresentou baixa sensibilidade, devido
a coeluicao de interferentes da matriz, reduzindo a intensidade do sinal analitico;

O método B (com derivatizagdo) apresentou melhor sensibilidade, em
relagdo ao método A, em testes envolvendo a matriz, se tornando o método mais
adequado para analise de glifosato e AMPA em solo;

Apos estudos de estabilidade, a reacdo de derivatizacdo se mostrou

estavel por 24 horas;
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Estudos de efeito de matriz indicaram interferéncias da matriz para os
compostos glifosato e AMPA. No entanto, para a fosfoetanolamina nao foi
observado. Portanto, para a validagao, as curvas analiticas para ambos os compos-
tos foram realizadas com matriz;

A seletividade foi avaliada por meio dos testes F (Sendecor) e t (Student)
em que os valores de F caiculado € t calculado Para ambos os compostos, glifosato e
AMPA, foram superiores aos valores de F tabelado € t tabelado para cada ponto da curva
analitica, indicando que a matriz interfere na precisdo do método, ou seja, a
quantificacdo deve ser realizada com curva analitica preparada na matriz solo.

Para a avaliagao da linearidade foram determinados os coeficientes de
determinagdo (r?) para as curvas analiticas do glifosato e AMPA que foram
superiores a 0,99. Também foi realizado o teste estatistico de analise de varidncia
(ANOVA), a partir do qual foram determinados valores F de regressao para ambos
os compostos de estudo, glifosato e AMPA. Os valores F caiculado para os compostos,
foram superiores aos valores de F tavelado, cONfirmando a significancia da equagéo
de reta, e consequentemente, comprovando que a equacao de reta € adequada
para quantificacdo dos analitos.

A partir dos resultados de validacdo apresentados e discutidos foi
possivel a validagdo do método no solo no nivel de concentragao para o AMPA e o
glifosato de 30 e 50 mg kg™', respectivamente, com incerteza de medig&o igual a
0,079 e 0,095 mg kg™’ para o glifosato e AMPA, respectivamente.

Ao analisar as sessenta amostras cedidas pela EMBRAPA Solo foi
possivel detectar a presenca do AMPA e glifosato no solo, mas nao os quantificar.
Este fato pode ser associado ao limite de quantificacdo do método. Outra
possibilidade é que o glifosato pode se decompor em AMPA, em presencga de
microorganismos, e, consequentemente, em gas carbdnico (CO2) e amébnia (NH3),
impossibilitando sua deteccéo.

A partir das analises das amostras € possivel concluir que o solo € um
adsorvedor de glifosato. Este fato é confirmado pela detec¢ao do AMPA e glifosato

pelo método.
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Para a quantificagdo do glifosato e AMPA em niveis mais baixos é

necessario a utilizagao de um sistema HPLC-MS/MS mais sensivel.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho de pesquisa € de suma importancia em virtude dos

escassos estudos envolvendo analise de glifosato e AMPA em solo.

Nos topicos sao apresentadas sugestdes para trabalhos futuros:

Estudar o efeito em amostras de solos, como: determinacdo pH, teor de
matéria organica e granulometria.

A aplicagdo de técnicas cromatograficas e deteccdo mais sensiveis
objetivando alcancar limites de deteccao inferiores aos obtidos neste estudo,
além de otimizacdes nas etapas de tratamento de amostra.

Sugere-se o monitoramento continuo de uma area de estudo controlada, em
que sdo avaliados o teor de glifosato e AMPA no solo e agua e a
determinacao dos gases didxido de carbono (CO2) e amdnia (NH3). A fim de
compreender o comportamento do glifosato em um sistema de plantio

controlado.
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APENDICE

APENDICE A - Intensidade e recuperacdo para os pontos de confirmacdo do

glifosato no experimento 2.

Nivel de Intensidade Intensidade Concentragéo
fortificagao glifosato PI* glifosato Recu;:eragéo
(mg kg™) (cps) (cps) (mg kg™) o
0 0 28600 19,18 -
25 7500 29900 34,15 137,0
25 6930 30100 32,92 132,0
25 6620 25000 34,98 140,0
25 6970 25900 35,24 141,0
25 6080 28100 32,09 128,0
25 6000 26000 32,95 132,0
50 18000 27300 58,53 117,0
50 14400 30100 47,73 95,50
50 15100 28900 50,36 100,7
50 19000 29800 57,23 114,0
50 12800 30700 44,06 88,00
50 16600 30000 52,20 104,0
75 29800 31000 76,54 102,0
75 29900 26300 87,02 116,0
75 25300 34000 63,59 85,00
75 27500 28300 77,17 103,0
75 28600 26800 82,86 110,0
75 26600 30800 70,72 94,00
100 33200 30200 84,78 85,00
250 96000 26800 22,9 93,20

* Pl — padréao interno: fosfoetanolamina.
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APENDICE B - Intensidade e recuperacdo para os pontos de confirmacdo do

AMPA no experimento 3.

Nivel de Intensidade Intensidade Concentragéo
fortificagao glifosato PI* AMPA Recu;:eragéo
(mg kg"') (cps) (cps) (mg kg™') o
0 0 28200 2,330 -
15 14400 30500 15,34 102,3
15 14200 31300 14,83 98,90
15 12900 32000 13,44 89,60
15 16200 30600 16,92 112,8
15 13300 31000 14,15 94,40
15 13100 31800 13,68 91,20
30 27400 30300 27,25 90,80
30 29500 30600 28,90 96,30
30 31600 29700 31,65 105,5
30 30100 31000 29,09 97,00
30 27900 28100 29,69 99,00
30 28300 30600 27,82 92,70
45 43300 28800 43,76 97,20
45 39300 29300 39,29 87,30
45 45200 27500 47,62 105,8
45 41900 27600 44,16 98,10
45 35500 27700 37,64 83,70
45 42100 30900 39,87 88,60
60 55500 28800 55,43 92,40
150 112000 23600 133,1 88,70

* Pl — padréao interno: fosfoetanolamina.
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APENDICE C — Resumo do artigo apresentado no congresso INAC 2017.

Chemical characterization glyphosate by gas chromatography with electron

capture detector (GC/ECD) generated by nuclide ®3Ni

Glyphosate is the most used herbicide in the world for weed control,
because of its non-selective and broad-spectrum characteristics. This herbicide is
considerate toxicologically and environmentally safe, but the high use of glyphosate
in plantations may affect other culture and contaminate surface and groundwater by
external transport. The aim of this work was develop a methodology to identify this
herbicide in water using Gas Chromatography with Electron Capture Detector
(GC/ECD). This technique is less expensive comparing to other techniques, like
Liquid Chromatography with tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) or Gas
Chromatograph with Mass Spectrometry (GC/MS). Due the polar and amphoteric
characteristics of the molecule, the derivatization is required to change these
characteristics using trifluoroacetic anhydride (TFAA) and 2,2,2-trifluoroethanol
(TFE) reactants before the GC/ECD analysis. The GC/ECD is widely used in
environmental analysis, specially halogenates pesticides and herbicides. The
electron capture detector is based on the decay of the radioactive isotope ©3Ni,
producing beta particles. These particles collide with the carrier gas (N2), producing
electrons, that form a current. When the compounds are eluted from the gas
chromatography, the halogenated molecules capture these electrons, reducing the
current, generating a chromatographic peak proportional to the concentration of the
molecule. Therefore, the methodology developed is appropriate to identify the

herbicide glyphosate with resolution and sensibility.
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APENDICE D — Resumo do artigo apresentado no congresso BrMASS 2018.

Analytical methodology for glyphosate and aminomethylphosphonic acid
(AMPA) in soil by HPLC-MS/MS

The glyphosate herbicide was introduced on the world market in the 1970s
in conjunction with transgenic soybeans (glycine max L.), and this herbicide was
considered safe for the environment. However, an increase in the application of
glyphosate in the fields of soybean and other crops is identified every year, which
increases the concentration of this compound in the plants and in the environment
that exceeds acceptable levels recommended by the regulatory agencies. Although,
there is no legislation reporting the Maximum Residue Limit (MRL) of glyphosate in
soil, and few finds regards the presence of this compound entrance in the
environment via soil. This herbicide undergoes rapid degradation, forming its main
metabolite, aminomethylphosphonic acid (AMPA). In this work it is proposed to
develop an analytical method that presents sensitivity, selectivity and accuracy to
quantify the glyphosate and AMPA in the soil by liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry (HPLC-MS / MS). A partnership was made with
Embrapa Soja located in the municipality of Warta, Parana, to collect the samples.
Sample preparation comprises the extraction, clean-up and derivatization step. After
the preparation of the sample, the matrix effect test was performed. The recovery

obtained for glyphosate and AMPA were 93 and 64%, respectively.



