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TOLEDO, Thaind Matos Palhaes. Método para determinacdo do glifosato e &cido
aminometilfosfénico (AMPA) em agua ultrapura. 2019. 63 f. Trabalho de conclusédo de
curso (Graduacdo em biomedicina) — Instituto Biomédico, Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

RESUMO

O glifosato é um herbicida nédo seletivo, sistémico, pds-emergente que estd no topo da lista de
ingredientes ativos mais comercializados no Brasil e no mundo. Seu uso na agricultura
aumentou drasticamente desde o desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas para
serem resistentes ao glifosato. Ainda hoje pouco se conhece sobre a toxicidade deste
ingrediente ativo para espécies ndo alvo. Porém, sabe-se que os agrotoxicos utilizados na
agricultura, em geral, podem causar efeitos toxicos sobre os organismos vivos. Efeitos
resultantes da exposicdo a esses agentes quimicos podem ser caracterizados por infertilidade,
abortos, malformacGes, neurotoxicidade, desregulacdo hormonal, imunotoxicidade,
genotoxicidade e cancer. Em 2015, a IARC promoveu a reclassificagéo de cinco ingredientes
ativos, incluindo o glifosato, reclassificando-o como provavel agente carcinogénico (grupo
2A). Tendo em vista a ampla utilizacdo do glifosato como herbicida agricola nas lavouras do
Brasil, a recente classificacdo do glifosato no grupo 2A da IARC e ainda a escassez de
estudos cientificos nacionais e internacionais publicados, talvez devido a dificuldade
metodoldgica em analisar o glifosato em diferentes matrizes, é de extrema relevancia a
implementacdo e validagdo de metodologias para a deteccdo do glifosato e do seu principal
metabolito, o AMPA, em diferentes matrizes como agua e matrizes biologicas. Desta forma, o
presente estudo apresenta como objetivo implementar método analitico quantitativo para a
determinacdo de residuos de glifosato e acido aminometilfosfonico em &gua e urina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplado a detector de fluorescéncia. Foram
avaliados quatro métodos analiticos para a andlise de glifosato e AMPA em &gua e urina por
HPLC-FL. Foram construidas curvas de calibracdo para o glifosato e para 0 AMPA em agua
ultrapura utilizando o método de Bot et al (2002) onde os resultados obtidos mostram
linearidade (0,9998 para o glifosato e 0,9990 para 0 AMPA), reprodutibilidade, seletividade,
precisdo e exatiddo. Ja para a matriz urina ndo houve resultados positivos em relacdo as
analises do glifosato e do AMPA em nenhum dos métodos avaliados. Desta forma, se pode
afirmar que o método foi implementado com sucesso para matriz agua, porém nado foi
implementado para a matriz urina, sendo necessarios novos estudos.

Palavras-chave: Glifosato. AMPA. Metodologia. HPLC. Toxicologia.



TOLEDO, Thaina Matos Palhaes. Method for the determination of glyphosate and
aminomethylphosphonic acid (AMPA) in ultrapure water. 2019. 63 f. Trabalho de
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ABSTRACT

Glyphosate is a non-selective, systemic, post-emergent herbicide that is at the top of the list of
active ingredients most marketed in Brazil and worldwide. Its use in agriculture has increased
dramatically since the development of genetically modified plants to be resistant to
glyphosate. Even today little is known about the toxicity of this ingredient to non-target
species. However, it is known that pesticides used in agriculture, in general, can cause toxic
effects on living organisms. Effects resulting from exposure to these chemical agents may be
characterized by infertility, miscarriages, malformations, neurotoxicity, hormonal
dysregulation, immunotoxicity, genotoxicity, and cancer. In 2015, IARC promoted the
reclassification of five active ingredients, including glyphosate, reclassifying it as a probable
carcinogenic agent (group 2A). Considering the widespread use of glyphosate as an
agricultural herbicide in Brazilian crops, the recent classification of glyphosate in group 2A of
the IARC, and the scarcity of published national and international scientific studies, perhaps
due to the methodological difficulty in analyzing glyphosate in different matrices , the
implementation and validation of methodologies for the detection of glyphosate and its main
metabolite, AMPA, in different matrices such as water and biological matrices is extremely
relevant. Thus, the present study aims to implement a quantitative analytical method for the
determination of residues of glyphosate and aminomethylphosphonic acid in water and urine
by high performance liquid chromatography (HPLC) coupled to the fluorescence detector.
Four analytical methods were evaluated for the analysis of glyphosate and AMPA in water
and urine by HPLC-FL. Calibration curves were constructed for glyphosate and AMPA in
ultrapure water using the method of Bot et al (2002) where the results obtained show linearity
(0.9998 for glyphosate and 0.9990 for AMPA), reproducibility, selectivity, precision and
accuracy. For the urine matrix, there were no positive results in relation to the glyphosate and
AMPA analyzes in any of the evaluated methods. In this way, it can be affirmed that the
method was successfully implemented for water matrix, but was not implemented for the
urine matrix, and new studies were necessary.

Keywords: Glyphosate. AMPA. Methodology. HPLC. Toxicology.
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1. INTRODUCAO

Os agrotdxicos constituem um grupo grande e heterogéneo de produtos quimicos que
sdo usados para controlar e repelir pragas em diferentes campos (MOSTAFALOU &
ABDOLLAHI, 2016). Os principios ativos que compdem os produtos comercializados
podem ser organicos ou inorganicos, sendo que, 0s organicos podem ser adicionalmente
subdivididos em dois grupos: natural ou sintético (KIM; KABIR; JAHAN, 2017).

Os agrotoxicos podem ser classificados por varios critérios, como classes quimicas,
grupos funcionais, modo de acdo e toxicidade (GARCIA et al., 2012). Além disso, tais
substancias sdo as vezes classificadas pelo tipo de praga alvo para o qual sdo aplicados,
como é caso dos fungicidas, herbicidas e inseticidas (KIM; KABIR; JAHAN, 2017).

Ademais, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os agrotdxicos sdo
classificados quanto a sua toxicidade aguda baseados no valor da Dose Letal para 50% dos
organismos (DLsg) em um ensaio de toxicidade (fase pré-clinica). Quanto menor a DLsp,
maior serd a toxicidade do composto. Assim, eles podem ser classificados em extremamente
toxico, altamente toxico, moderadamente tdxico, ligeiramente toxico, respectivamente
(WHO, 2009) (Figura 1).

Figura 1 - Classificacdo toxicolégica (DL50) dos agrotoxicos.
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Fonte: Adaptado de DIANA (2019)

Devido ao crescimento exponencial da populacdo humana, que gera a
necessidade de aumento da produgdo alimenticia, 0s agrotoxicos tornaram-se um
componente importante dos sistemas agricolas mundiais durante o dltimo século, permitindo
um notavel aumento no rendimento das culturas e na producdo de alimentos
(ALEXANDRATOS & BRUINSMA, 2012; CARVALHO, 2017). Porém, é importante
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ressaltar, que os valores sugerem que 0 aumento no uso de agrotdxicos se deve
principalmente a commaodities agricolas geneticamente modificadas. Isto porque os dados
indicam que, no periodo de 2002 a 2011, periodo onde se teve um aumento de 288% no
consumo de agrotoxicos pela agricultura brasileira, alguns alimentos adotados no cotidiano
de boa parte dos brasileiros, como arroz, feijdo e mandioca, continuaram com a mesma area
plantada, enquanto soja, milho e algoddo tiveram aumentos de area plantada (Tabela 1).
Além disso, de um total de 852,8 milhdes de litros de agrotdxicos pulverizados nas lavouras
em 2011, a soja utilizou 40% do volume total entre herbicidas, inseticidas, fungicidas,
acaricidas e outros. Em seguida estd o0 milho com 15%, a cana de agucar e o algoddo com
10% e as demais culturas consumiram 0s outros 25%. Dessa forma, mostra-se o crescente
consumo de agrotoxicos e fertilizantes quimicos pela agricultura brasileira, proporcional ao
aumento das monoculturas, cada vez mais dependentes dos insumos quimicos (ABRASCO,
2015).

Figura 2 - Producdo agricola brasileira de 2002 a 2011, em milhdes de hectares.

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Algodao 08 0,7 1,2 13 09 11 1,1 1.2 14 1.7
Arroz 3.2 32 38 40 30 29 29 28 29 28
Borracha 0.1 01 01 0,1 0.1 01 01 0,1 02 01
Café 24 24 24 23 23 23 2,3 22 2] 22
Cana 5,2 54 56 58 64 71 8,2 95 100 110
Feijao 43 4.4 43 40 4,2 4.0 40 40 43 37
Mandioca 1.7 16 1.8 19 20 19 20 2,1 18 18
Milho 1231 133 129 122 13 14 147 155 136 136
Soja 164 185 216 234 221 206 211 216 222 227
Sorgo 05 08 09 08 07 07 08 1,1 08 07
Trigo 22 26 28 24 18 19 24 260 24 22
Citrus 09 1 09 09 09 09 09 09| 09 09
Outros 4,5 4,5 4,7 51 51 49 48 48| 64 7.8
Total 545 585 630 643 626 623 653 684 690 71,2

Fonte: ABRASCO (2015)

Segundo a FAO (2018), o uso de agrotoxicos no mundo cresceu de 2,2
milhdes de toneladas em 1990 para mais de 4 milhdes de toneladas em 2016 (Figura 2).
Além disso, em 2014, do consumo mundial de agrotdxico, 47,5% era a participacdo de

herbicidas, 29,5% era a participagdo de inseticidas, 17,5% era de fungicidas e as demais
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categorias 5,5% (CENGIZ; BASANCELEBI; KITIS, 2017).

Figura 3 - Consumo de agrotoxicos no mundo de 1990 a 2016.
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-o- World
Fonte: FAO (2018)

Esse expressivo aumento na quantidade de agrotoxicos utilizada tem gerado
preocupacdes em relacdo as consequéncias que estdo sendo sofridas ndo s6 pelo meio
ambiente como também pela propria populacdo. Existem evidéncias tanto epidemioldgicas
guanto experimentais sobre a ligacdo entre a exposi¢do a pesticidas e a incidéncia de varios
disturbios de saide em seres humanos, sendo eles: diversos tipos de cancer e alteracGes
neurodegenerativas, reprodutivas, de desenvolvimento, respiratérias e metabdlicas
(MOSTAFALOU et al., 2012). Além disso, a disseminacdo de agrotoxicos pelo meio

ambiente também tem sido responsavel por alteracdes da biota ndo humana (OMS, 2017).

1.1. O GLIFOSATO E SEU CONSUMO NO BRASIL E NO MUNDO

O herbicida glifosato [N-(fosfonometil) glicina] tem formula molecular C3HgNOsP
(Fig. 3) e massa molar de 169,1 g/ mol. Em condi¢bes ambientais, tanto o glifosato quanto
seus sais sdo solidos cristalinos, muito soltveis em agua (12 g/L a 25°C, para glifosato) e
guase insollveis em solventes organicos comuns, tais como acetona e etanol, entre
outros. O glifosato funde a 200 °C, possui densidade aparente de 0,5 g/cm? e se apresenta
bastante estdvel em presenca de luz, inclusive em temperaturas superiores a 60 °C
(AMARANTE JUNIOR et al., 2002).
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Figura 4 - Estrutura quimica do glifosato.
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Fonte: Adaptado de FARIA (2015)

Mais conhecido por seu nome popular de Roundup®, o glifosato é um herbicida ndo
seletivo com uma atividade de amplo espectro que foi introduzido para o controle de ervas
daninhas em campos de producéo agricola em 1974 (BENBROOK, 2016). Esse produto atua
interferindo na sintese dos aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano, através da inibicao
da enzima 5 enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), impedindo, dessa forma, o
crescimento de plantas, como ervas daninhas (BAl; OGBOURNE, 2016). O glifosato €
aplicado em uma variedade de formas, incluindo um &cido e os sais de isopropilamina, de
amonio, de diamdnio, de dimetilamoénio e de potassio podendo ser sélidos ou um liquido na
cor ambar (DILL et al., 2010; NPIC, 2015)

Durante as primeiras duas décadas de uso do glifosato, o consumo do mesmo era bem
limitado, pois sé podia ser pulverizado onde os administradores de terras pretendiam matar
toda a vegetacdo, devido ao dano fornecido para o cultivo, visto que, este herbicida causava
danos nao apenas a erva daninha como também a cultura em si (BENBROOK, 2016). Com o
advento de culturas geneticamente modificadas para resistir ao glifosato como a soja
(Glycinemax) e canola (Brassicanapus) em 1996, algodao (Gossypiumhirsutum) em 1997 e
milho (Zeamays) em 1998 (MYERS et al., 2016), a area total tratada com o glifosato
aumentou rapidamente junto com taxas anuais de aplicacdo de glifosato por hectare.

O glifosato é usado extensivamente em culturas geneticamente modificadas
tolerantes a herbicidas. Sitios agricolas com o maior uso deste herbicida incluem soja, milho,
algoddo, pastagem e feno. Além disso, segundo Richmond (2018), culturas comerciais

importantes também incluem canola, cana-de-agucar e beterraba sacarina.

Em areas ndo agricolas, o glifosato é amplamente aplicado na silvicultura, controle
de plantas daninhas industriais, gramado, jardim e ambientes aquéaticos (CENGIZ;
BASANCELEBI; KITIS, 2017). A tecnologia de sementes transgénicas permite a

pulverizacdo das culturas de transgénicos com o herbicida, que tem como alvo a erva
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daninha, principalmente, mas ndo prejudica a cultura em si, j& que as mesmas séo resistentes
ao herbicida.

Cultivos transgénicos tém crescido amplamente, em 2015, o cultivo global atingiu
147,9 milhdes de hectares, um aumento de 200 vezes em relacdo a 1996 (BROOKES;
TAHERIPOUR; TYNER, 2017). O uso agricola global de glifosato aumentou apds a adogéo
de culturas transgénicas em 1996. Visto que, o volume total aplicado pelos agricultores
aumentou 14,6 vezes, de 51 milhGes de quilos em 1995 para 747 milhGes de quilos em 2014
(BENBROOK, 2016).

Os EUA, a Argentina e o Brasil sdo os maiores usuarios de sementes resistentes ao
glifosato (BENBROOK, 2016). Na ultima década, 6,1 bilhdes de quilos de glifosato foram
aplicados. Esse valor representa cerca de 70% do uso total mundial de glifosato de 1974 a
2014 (BENBROOK, 2016).

De acordo com os dados obtidos da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA),
em termos de quantidade de consumo de glifosato nos EUA, em 1993, o glifosato ficou em
11° lugar entre outros pesticidas. Em 1999 ja ocupava o 2° lugar e a partir de 2001, o
glifosato assumiu o primeiro lugar como ingrediente ativo comumente usado no setor
agricola dos EUA (EPA, 2017). Segundo o IBGE (2015), esse ingrediente ativo é 0 mais
comercializado e usado na agricultura no Brasil, correspondendo a 40% do total de
agrotoxicos empregados e a um volume de mais de 190.000 toneladas (ABRASCO, 2015).

1.2. EFEITOS DO GLIFOSATO NO MEIO AMBIENTE

Herbicidas contendo glifosato podem contaminar solos dentro e ao redor de areas
tratadas. O glifosato é altamente resistente a degradacdo devido a ligacdo C-P inerte em sua
estrutura (CHEKAN; COGA; NAIR, 2016). No entanto, pode ser decomposto em material
vegetal morto e solo por varios microrganismos gerando frequentemente como primeiro
produto de decomposicdo o acido aminometilfosfonico (AMPA), principal metabdlito do
glifosato (SINGH & SINGH, 2016; MAMY, BARRIUSO, GABRIELLE, 2016).

Porém, devido a capacidade de se adsorver a argila e matéria organica, este
agrotoxico tem sua degradacdo pelos microrganismos do solo retardada, levando a
acumulacdo no solo ao longo do tempo (CASSIGNEUL et al., 2016; OKADA; COSTA,
BEDMAR, 2016). Como resultado, o glifosato e seu produto de degradacdo AMPA podem
persistir por mais de um ano em solos com alto teor de argila, mas podem rapidamente
desaparecer dos solos arenosos (OKADA; COSTA; BEDMAR, 2016; SIDOLI; BARAN;
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ANGULO-JARAMILLO, 2016). No entanto, parte do glifosato e seu metabolito AMPA
acabam na fase dissolvida em &guas subterraneas apo6s chuvas fortes (MAQUEDA et al.,
2017; OSTEN; DZUL-CAAMAL, 2017; VAN BRUGGEN et al., 2018). A chuva e a erosédo
também transportar particulas do solo com o glifosato e 0 AMPA para as aguas superficiais,
onde podem permanecer na fase podem particulada ou serem dissolvidos (MAQUEDA et
al., 2017; OSTEN; DZUL- CAAMAL, 2017; WANG et al., 2016b; VAN BRUGGEN et al.,
2018).

A deteccdo de residuos de glifosato e AMPA em fontes de agua tem recebido maior
visibilidade. Em um levantamento geoldgico do “Departamento do Interior dos Estados
Unidos”, 2135 amostras de aguas subterraneas e superficiais, 14 amostras de chuva e 193
amostras de solo foram investigadas de 2001 a 2006. De acordo com os resultados, o
glifosato e 0 AMPA foram detectados em todas as amostras analisadas no estudo. As aguas
superficiais apresentaram concentracdes maiores desses analitos do que aguas subterraneas,
chegando a concentracdes de 98 pg/L de glifosato e 89 pg/L de AMPA em amostra de dgua
superficial no Kansas. Porém, a fonte avaliada com maior concentracdo de glifosato e
AMPA foi o solo, chegando a concentracdes de 476 pg/L de glifosato e 341 pg/L de AMPA
em amostra de solo em Indiana (SCRIBNER et al., 2007).

Um relatorio realizado pelo “US GeologicalSurvey”, que examinou amostras de agua
e solo de 38 estados coletadas de 2001 a 2010, constatou que o glifosato e 0 AMPA estéo
difundidos no ambiente, especialmente em sedimentos, solos, precipitacdo, valas, drenos,
rios e corregos (BATTAGLIN et al. 2014). Em alguns casos, as concentracdes relatadas sao
motivo de preocupacdo. Por exemplo, concentracdes de glifosato acima de 400ug/L séo
potencialmente tdxicas para algumas espécies aquaticas. Tais efeitos tdxicos abrangem
alteracdes morfoldgicas e alteracbes bioquimicas em peixes e aumento da mortalidade em
anfibios (ANNETTE et al., 2014; ANNETT; HABIBI; HONTELA, 2014).

Os dados sobre os efeitos do glifosato nos organismos do solo s&o complexos e 0s
resultados tém sido contraditérios (SOIL ASSOCIATION, 2016). Isso pode ser explicado
pelas diferentes composigdes dos solos que ndo so determinam como glifosato e AMPA se
fixam ao solo, mas como também determinam a composicdo da comunidade de
microrganismos, o teor de 4gua do solo e o padrédo de uso de glifosato (RICHMOND, 2018).

Segundo estudo de Garcia-Pérez e colaboradores (2014), em uma plantagéo de café
submetida a aplicagcdo repetida de glifosato por vinte e dois anos (de 1989 a 2010), a
biomassa e densidade de minhoca do solo analisadas em fevereiro de 2011 foram

significativamente menores do que aquelas plantacbes com aplicagéo anterior de glifosato
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por quinze anos (de 1989 a 2003), porém sem aplicacdo deste herbicida nos ultimos sete
anos (de 2004 a 2010). No entanto, outros estudos ndo relatam nenhum efeito direto do
glifosato sobre as minhocas (ZHOU et al. 2012; FUSILERO et al. 2013).

O glifosato é toxico tanto para plantas monocotiledéneas quanto para plantas
dicotiledoneas (VAN BRUGGEN et al., 2018). Esse herbicida e seu produto de
decomposicdo AMPA inibem as atividades das enzimas antioxidantes e induzem o acumulo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) que causam disfuncédo fisioldgica e dano celular
(GOMES et al.,, 2016). Além disso, Glifosato e AMPA sdo capazes de diminuir a
fotossintese, mas através de mecanismos diferentes: o glifosato aumenta a degradacéo da
clorofila, enquanto o AMPA perturba a sua biossintese (GOMES et al., 2016).

1.3. EFEITOS DO GLIFOSATO EM MAMIFEROS

Relatos de efeitos toxicos agudos resultantes de ingestdo acidental ou intencional de
glifosato podem ser encontrados na literatura. No entanto, as principais preocupagdes sobre
os efeitos a salde consideram desfechos adversos que podem surgir devido a presenca cada
vez maior do glifosato no ambiente em baixas concentragdes (RICHMOND, 2018). Dessa
forma, os estudos tém se concentrado em estudar os efeitos subcronicos e cronicos da
exposicao ao glifosato.

O numero de maneiras pelas quais os agentes contribuem para a carcinogénese pode
ser agrupado em um numero limitado de dez. Sabe-se que os carcin6genos humanos
comumente apresentam uma ou mais das dez propriedades caracteristicas. Tais
caracteristicas incluem: Ser eletrofilico ou poder se tornar metabolicamente ativado, ser
genotoxico, alterar o reparo do DNA ou causar instabilidade gendmica, induzir alteracGes
epigenéticas, induzir estresse oxidativo, induzir inflamagdo crénica, ser imunossupressor,
modular os efeitos mediados pelo receptor, causar imortalizagdo e alterar a proliferacéo
celular, a morte celular ou o suprimento de nutrientes (SMITH et al., 2016). Baseado nessas
caracteristicas ficou concluido, pela monografia volume 112 da Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer (IARC), que existe forte evidéncia de duas caracteristicas principais de
carcinogenicidade para o glifosato (genotoxicidade e estresse oxidativo), fornecendo
evidéncias para apoiar sua classificagdo como provavel carcinogénico humano no Grupo 22
(SMITH et al., 2016).

Embora a toxicidade oral aguda do glifosato para os mamiferos seja baixa, com a

DLso variando de 800 a 5000 mg kg™ de peso corporal para diferentes espécies de animais
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(WHO, 2009), hd um interesse crescente em potenciais efeitos cronicos do glifosato
formulado e seus produtos de degradacdo & medida que se acumulam no ambiente (BAI et
al., 2016). Correlacdes foram encontradas entre 0 aumento do uso de glifosato e a variedade
de doengas humanas, incluindo danos renais e doencas mentais como transtorno de
ansiedade e hiperatividade (TDAH), autismo, Alzheimer e doenca de Parkinson (FLUEGGE;
FLUEGGE, 2016; FORTES et al., 2016).

Por exemplo, ratos que foram expostos ao glifosato em taxas entre 5 e 490 mg kg a
cada 48 h por 75 dias tiveram danos irreversiveis aos hepatocitos (BENEDETTI et al.,
2004). Alguns estudos mostram que mesmo uma exposi¢do do glifosato em concentragdes
muito baixas é suficiente para alterar as fungdes celulares e causar citotoxicidade. Como € o
caso de um estudo realizado por GASNIER e colaboladores (2009), onde glifosato e
Roundup® 400 foram testados em linhagem celular MDA- MB453-kb2 em concentracdes
abaixo de 10 ppm, sendo observados como resultados a ruptura do sistema enddcrino
humano a 0,5 ppm, inibi¢éo da atividade transcricional dos receptores de estrogénio a 2 ppm
e citotoxicidade a 10 ppm in vitro.

Em relacdo a toxicidade reprodutiva, os estudos sdo contraditorios. Alguns estudos
sugerem que a exposicao ao glifosato mesmo em niveis sem efeitos adversos observaveis
(NOAEL) pode causar efeitos adversos na funcédo reprodutiva da prole (ROMANO et al.
2012). J4 em outro estudo, fémeas de rato gravidas expostas ao Roundup® em doses entre 50
mg/kg (NOAEL recomendado por Lu (1995)) e 450 mg/kg por 21 dias ndo mostraram
efeitos adversos, mas, curiosamente, os descendentes do sexo masculino tiveram danos em
seus Orgaos reprodutivos. A histologia dos testiculos na puberdade mostrou a presencga de
disturbios de crescimento e degeneracdo caracterizados por uma diminuicdo na espermatide
alongada e a presenca de vacuolizacdo para as doses de 150 e 450 mg/kg. Ja a histologia do
testiculo na fase adulta mostrou a presenca de intensa degeneragdo caracterizada pela
auséncia de luz tubular para todas as doses (DALLEGRAVE et al., 2007).

Além disso, um estudo recente mostra que apds 1 h de exposicao de espermatozoéides
humanos a 0,36 mg/L de glifosato, observou-se diminuigdo significativa da motilidade
progressiva espermatica, embora uma avaliacdo de varias doses de glifosato seja necessaria
para desenvolver outras conclusbes (ANIFANDIS et al., 2018). Dessa forma, pesquisas
adicionais sdo necessarias para melhorar a compreensdo dos efeitos do glifosato na
reproducdo de mamiferos.

Quanto a genotoxicidade, estudos que usaram doses de glifosato e Roundup® entre 5
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ppm e 20 ppm observaram danos no DNA de células humanas tanto no em ensaio cometa
como no teste do micronicleo (GASNIER et al. 2009; KOLLER et al. 2012). Em outro
estudo de Kwiatkowska e colaboradores (2017), a exposicdo das células do sangue periférico
ao glifosato em ensaio cometa resultou em danos no DNA de leucdcitos em concentracdes
moderadas a altas (85 a 1690 mg/L) e diminuicdo da metilagio do DNA em 42 mg/L de
glifosato in vitro. Ja em relagdo a citotoxicidade, sob condi¢des experimentais com culturas
celulares, o glifosato e 0 AMPA aumentaram as especies reativas de oxigénio em culturas de
eritrocitos humanos em concentragdes moderadamente altas (42 mg/L) por 24 h
(KWIATKOWSKA; HURAS; BUKOWSKA, 2014). Tanto o glifosato quanto o AMPA
diminuiram a atividade da acetilcolinesterase nas culturas de eritrocitos (KWIATKOWSKA,;
NOWACKA-KRUKOWSKA; BUKOWSKA, 2014).

Com relacdo ao potencial carcinogénico do glifosato, a possibilidade de que a
exposicdo em longo prazo a esse herbicida, isoladamente ou em formulagdes, possa levar ao
desenvolvimento de céncer, tem sido investigada ha algum tempo. (RICHMOND, 2018).
Porém, os resultados de varios desses estudos apresentam-se discordantes. Em um estudo de
Greim e colaboradores (2015) ficou concluido que ndo houve relacdo estatisticamente
significativa entre a carcinogenicidade e a exposi¢cdo de ratos ao glifosato através de agua
contaminada em concentragdes dentro do NOAEL por dois anos. No entanto, esses autores
reconheceram que mais pesquisas sdo necessarias antes que o potencial carcinogénico do
glifosato possa ser completamente excluido.

Em contrapartida, um estudo de coorte prospectivo realizado por Andreotti e
colaboradores (2017) no periodo de 1993 a 2013 acompanhou pessoas que buscavam licenca
para aplicar pesticidas de uso restrito na Carolina do Norte e em Iwoa entre 1993 e 1997. Foi
avaliada a relacdo entre o uso do glifosato por aplicadores com a incidéncia de cancer por
meio da vinculagdo aos registros de cancer no Instituto Nacional do Céncer até 2012 na
Carolina do Norte e até 2013 em lowa. O tempo de uso e a intensidade ponderada de uso de
glifosato foram baseados em informacgdes autorreferidas pelo questionario de matricula
(1993-1997) e questionarios de acompanhamento (1999-2005), sendo os aplicadores
classificados de acordo com esses parametros em quatro grupos (Q1, Q2, Q3 e Q4), onde o
grupo de menor exposicao foi classificado como Q1 e o de maior exposicdo Q4. Nesta
avaliacdo, ndo foram observadas associa¢Oes entre o uso de glifosato e o risco geral de
cancer ou com canceres linfo-hematopoiéticos totais, incluindo linfoma ndo-Hodgkin e
mieloma multiplo. No entanto, houve alguma evidéncia de um aumento do risco de leucemia

mieloide aguda para aplicadores, particularmente na categoria mais alta de exposi¢do ao
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glifosato (Q4) em comparagdo com individuos que nunca fizeram uso de glifosato. Porém,
outros estudos apresentam-se necessarios, visto que, os resultados ndo foram estatisticamente
significativos.

Durante a reavaliacdo toxicologica do glifosato em 2015, foram considerados pelo
Grupo de Trabalho da IARC os seguintes parametros: As descobertas anteriores da EPA dos
EUA, as publicacBes cientificas mais recentes e os relatorios do governo disponiveis
publicamente (BROOKES; TAHERIPOUR; TYNER, 2017). Apés a reavaliacdo do glifosato
realizada pela IARC/OMS e a sua classificagcdo como provavel carcindgeno para seres
humanos (grupo 2A) além da crescente preocupacdo com outros possiveis efeitos adversos
do glifosato sobre a salde humana, alguns paises da Europa (ex: Franca, Suica, Alemanha) e
o0 estado da Califérnia (EUA) resolveram banir o uso do glifosato das suas lavouras e de seus
territérios baseado no potencial risco para a saide humana e o meio ambiente (EPA, 2016).
No Brasil, entretanto, a ANVISA finalizou, em margo de 2019, a reavaliacdo do glifosato,
que se iniciou em 2008, alegando que 0 mesmo ndo apresenta caracteristicas mutagénicas,
teratogénicas e carcinogénicas, ndo € desregulador endocrino e ndo € toxico para a
reproducdo, representando uma contradicdo em relacdo ao cenario internacional (ANVISA,
2017).

1.4. METODOLOGIA ANALITICA PARA DETECCAO DO GLIFOSATO

Existe grande dificuldade metodol6gica em analisar o glifosato em diferentes
matrizes, principalmente devido as suas propriedades fisico-quimicas como alta polaridade,
baixo peso molecular e auséncia de grupos cromoforos. Por isso, existe dificuldade em
separd-lo e aplicar parametros cromatograficos adequados, a partir de técnicas como a
cromatografia gasosa, cromatografia liquida e equipamentos com deteccdo por UV-visivel
(CATRINCK et al., 2014). Assim, a derivatizacdo com Cloroformiato de 9-fluorenilmetila
(Figura 4) é uma técnica recomendada para alcancar sensibilidade e seletividade, ja que, a
derivatizacdo € uma reacdo quimica utilizada para alterar a propriedade de uma substéncia,
objetivando uma melhor separacdo cromatografica dos analitos e permitindo sua detecgédo
por fluorescéncia (SCHUMMER et al., 2009).
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Figura 5 - Derivatizagdo do Glifosato e do AMPA utilizando Fmoc-ClI.
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Fonte: Adaptado de CATRINCK (2014)

Além disso, existe grande dificuldade em analisar o glifosato em matrizes biolGgicas,
visto que, antes das analises cromatograficas é necessaria a aplicacdo de uma etapa
preliminar com objetivo de remover do meio (sangue e urina) diversos compostos que sao
incompativeis com o sistema analitico, como proteinas e carboidratos. Desta forma, técnicas
de extracdo devem ser aplicadas no preparo da amostra, o qual pode incluir também etapas
de clean-up, concentracdo do analito e derivatizacdo. As técnicas de extracdo mais
comumente utilizadas séo extracdo liquido-liquido e a extracdo em fase sélida (SPE) que
apresenta a vantagem de promover a concentracao do analito e eliminacao de interferentes ao
mesmo tempo (EINIG; DEHNEN, 1995). A execucdo da técnica de SPE consiste em quatro
etapas, sendo elas (i) o condicionamento do cartucho, (ii) a permeacdo da amostra, (iii) a
limpeza do cartucho para eliminar os interferentes menos retidos que os analitos e (iv) a
eluicdo dos compostos de interesse (CALDAS et al., 2011)

Por estas limitacdes metodoldgicas, a avaliacdo desse herbicida em alimentos ainda
ndo seja contemplada pelo Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos
(PARA) da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que visa analisar a
presenca de agrotdxicos nos alimentos consumidos no Brasil a fim de promover a sua
qualidade e a seguranca alimentar (ANVISA, 2014). Nesse contexto, portanto, verifica-se

grande inconsisténcia entre a implementacéo de técnicas analiticas e a realidade brasileira, ja
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que o principal agrotdxico utilizado no pais, o glifosato, ndo estd presente nas analises do
PARA.

1.5. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Para que exista confiabilidade nas anélises realizadas por um método é necessario
que o mesmo seja normalizado e cumpra requisitos que garantam resultados confiaveis
(PASCHOAL et al., 2008). Normas nacionais e internacionais de sistemas de gestdo da
qualidade evidenciam a importancia da validacdo de métodos analiticos para a obtencdo de
resultados confidveis e adequados ao uso pretendido, visto que, dados analiticos ndo
confidveis podem conduzir a decisdes equivocadas (BARROS, 2002). Dessa forma, com o
objetivo de assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos através de um método analitico
sdo elaborados procedimentos de validacdo por meio de comparacdo, rastreabilidade e
confiabilidade (PASCHOAL et al., 2008).

No Brasil, a agéncia credenciadora é a ANVISA e a instituicdo que credita a
competéncia dos laboratorios de ensaios é o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO). Estes o6rgdos disponibilizam guias para o procedimento de
validacdo de métodos analiticos, que sdo a Resolucdo n° 899 de 29/05/2003 e o DOQ-
CGCRE-008 de 04/07/2011 (INMETRO, 2011).

Os parametros analiticos de validagdo mais utilizados para avaliar métodos
analiticos sdo: seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo (LD) e limite
de quantificacdo (LQ). Mesmo que um método analitico ja tenha sido objeto de um processo
de validacdo, o analista deve valida-lo em seu laboratério através da analise destes critérios
de desempenho analitico (RIBANI et al., 2004).

1.5.1. Seletividade

A seletividade define a capacidade do método em detectar, de forma inequivoca, o
analito de interesse na presenca de outros componentes da matriz que possam interferir na
sua determinacgdo, garantindo que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de
interesse (RIBANI et al., 2004). A seletividade pode ser avaliada comparando a matriz isenta
da substancia de interesse (denominada de branco) e a matriz adicionada com um padrédo
desta substéncia, onde, neste caso, nenhum interferente deve eluir no mesmo tempo de
retencdo do analito de interesse (RIBANI et al., 2004).

25



1.5.2. Linearidade

A linearidade de um método analitico refere-se a sua capacidade de gerar resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito em estudo, enquadrados em faixa
analitica especificada (BRITO et al., 2003). A relagdo matematica entre o sinal e a
concentracdo do analito de interesse é determinada a partir do conjunto de medicdes
experimentais (RIBANI et al., 2004). Essa relacdo pode ser expressa por uma equagao de
reta obtida a partir de uma curva analitica, utilizando o método matematico de regresséo
linear, representado pela equacdo y = a + bx. A correlacdo entre os valores numéricos de x e

de y é frequentemente representada pelo coeficiente de determinagéo (R?).

1.5.3. Seletividade

A seletividade define a capacidade do método em detectar, de forma inequivoca, o
analito de interesse na presenca de outros componentes da matriz que possam interferir na
sua determinagéo, garantindo que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de
interesse (RIBANI et al., 2004). A seletividade pode ser avaliada comparando a matriz isenta
da substéncia de interesse (denominada de branco) e a matriz adicionada com um padrédo
desta substancia, onde, neste caso, nenhum interferente deve eluir no mesmo tempo de
retencdo do analito de interesse (RIBANI et al., 2004).

1.5.4. Linearidade

A linearidade de um método analitico refere-se a sua capacidade de gerar resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito em estudo, enquadrados em faixa
analitica especificada (BRITO et al., 2003). A relacdo matematica entre o sinal e a
concentracdo do analito de interesse é determinada a partir do conjunto de medicOes
experimentais (RIBANI et al., 2004). Essa relacdo pode ser expressa por uma equacao de
reta obtida a partir de uma curva analitica, utilizando o método matematico de regressao
linear, representado pela equacdo y = a + bx. A correlacdo entre os valores numéricos de x e

de y é frequentemente representada pelo coeficiente de determinagéo (R?).
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1.5.5. Precisao

A precisdo de medicdo representa a dispersao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob
condigdes definidas (INMETRO, 2011). Ou seja, representa parametro que avalia a
proximidade entre varias medidas efetuada na mesma amostra. Este parametro € definido por
meio da repetitividade e reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio padrao e

coeficiente de variagdo determinados pela Equagéo 1. (INMETRO, 2011).

S
cv(%) = X 100 (1)

Onde:
S = Estimativa do desvio-padrdo absoluto;

M = Média aritmética do nimero de medicdes das determinacdes.

1.5.6. Exatidao

A exatiddo expressa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados em
um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro
(INMETRO, 2011). Os procedimentos mais utilizados para validar a exatiddo de um método
sdo: materiais de referéncia, comparacdo de métodos, ensaios de recuperacdo e adicdo
padrdo (RIBANI et al., 2004). A exatiddo é expressa pelo erro padrdo relativo (EPR)
demonstrado na equacao 2.

Concentracio média experimental—Concentracio nominal
EPR = ¢ : )x 100 (2)

Concentraciao nominal

1.2.5.7. Limite de deteccdo e limite de quantificacéo

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentragéo do analito em estudo
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob condigfes experimentais
estabelecidas (BRITO et al., 2003). O LD pode ser obtido a partir de parametros da curva

analitica que é expressa pela Equacao 3.
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_ PDax 3,3

LD
IC

(3)

Onde:
PDa = Desvio padrdo do coeficiente linear da equacéo;

IC = Coeficiente angular da curva analitica.

O Limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo do analito presente
em uma amostra que pode ser quantificada, com precisdo e exatiddo aceitaveis, utilizando
um determinado procedimento experimental (INMETRO, 2011). Os mesmos critérios de LD
podem ser adotados para o LQ, utilizando uma razdo S/N de 10:1 (RIBANI et al., 2004)

como demonstrado na Equacéo 4.

PDax 10
LQ = ———

To (4)

Onde:
PDa = Desvio padrdo do coeficiente linear da equacéo;

IC = Coeficiente angular da curva analitica.

1.6. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO ESTUDO

O Brasil € um dos maiores consumidores de agrotdxicos do mundo e estd entre 0s
trés maiores produtores. O principal agrotdxico consumido no Brasil é o glifosato, sendo este
tambeém o agrotoxico mais consumido no mundo. Mais conhecido como Roundup®, o
glifosato € um herbicida ndo seletivo utilizado como ingrediente ativo de agrotdxicos para o
controle principal de erva daninha em culturas transgénicas de soja e milho.

Ainda hoje pouco se conhece sobre a toxicidade deste ingrediente para espécies nao
alvo. Porém, sabe-se que os agrotdxicos utilizados na agricultura, em geral, podem causar
efeitos toxicos sobre os organismos vivos. Tais efeitos resultantes da exposicdo a esses
agentes quimicos podem ser caracterizados por infertilidade, abortos, malformacoes,
neurotoxicidade, desregulacdo hormonal, imunotoxicidade, genotoxicidade e cancer. A

populacdo em geral € exposta principalmente através da dieta.



Em 2015, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer (IARC) reavaliou a
classificacdo do glifosato quanto a carcinogenicidade, classificando-o como provavel agente
carcinogénico para seres humanos (grupo 2A). Essa reclassificagdo impulsionou o
desenvolvimento de novas pesquisas acerca de seus efeitos toxicos e de metodologias que
possibilitem a identificacdo e quantificacdo do glifosato e seu metabdlito AMPA em
diferentes matrizes. Ainda que, exista grande dificuldade metodologica em analisar o
glifosato, principalmente em matrizes bioldgicas, devido as propriedades fisico-quimicas do
mesmo.

Neste contexto, pode-se dizer que o desenvolvimento do presente estudo é importante
em termos de fornecimento de dados que permitam a implementacdo das analises do
glifosato no Brasil, com a definicdo de uma legislagdo, que imponha restrigdes ou estabeleca
niveis permissiveis desse composto, sobretudo em paises como o Brasil, em que esses
compostos sdo livremente comercializados, sem que, no entanto, haja dados disponiveis

sobre contaminacdo humana, principalmente dos trabalhadores rurais, ou ambiental.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Implementar método analitico para a determinacdo do glifosato e &cido
aminometilfosfonico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplado a detector de

fluorescéncia.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a seletividade dos métodos em detectar glifosato e AMPA por HPLC com detector
de fluorescéncia em &gua ultrapura;

- Analisar os parametros de validacdo analitica - precisdo, exatiddo, seletividade,
linearidade, limite de deteccdo e limite de quantificacdo da metodologia para agua

ultrapura;

- Selecionar metodologias e avaliar o desempenho das mesmas para detectar glifosato e
AMPA por HPLC com detector de fluorescéncia em amostras de urina ,fortificadas'com o
padrdo de glifosato e AMPA.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. PADROES
Foram utilizadas solugdes aquosas dos padrGes de glifosato Sigma® e acido

aminometilfosfénico Sigma® na concentracao de 10 mg/L.

3.2. REAGENTES E MATERIAIS

- Glifosato, Sigma Aldrich, lote BCBT6735

- Acido Aminometilfosfonico, Sigma Aldrich, lote BCBW6516

- Cloroformiato de 9-fluorenilmetila 99,0%, Sigma Aldrich, lote BCBR8922V
- Tetraborato de s6dio decahidratado, Auro®s Quimica, lote AQ18A177

- Fosfato de sddio DibasicoHeptahidratado P.A., Sigma Aldrich, lote DCBD4160V
- Fosfato de Potassio Monobaésico P.A.

- Metanol grau HPLC, LiChrosolv® Merck, lote 1844107631

- Acetonitrila grau HPLC, J.T.Baker® Avantor, lote X51C53

- Agua ultrapura, Invitrogen™

- Acido acético Grau HPLC, ProQuimios®, lote 80189

- Eter etilico P.A; LS Chemicals, lote: EZ0071

- Tubo de polipropileno, com tampas rosqueadas, capacidade de 15 mL

- Tubo de polipropileno, com tampas rosqueadas, capacidade de 50 mL

- Espatulas metélicas

- Proveta de 50 mL, 100 mL e 500 mL

- Microtuboeppendorf graduado 2 ml

- Tubo de ensaio

- MicropipetaMonocanal Volume 0,5a5 mL LABMATE PRO

- MicropipetaMonocanal Volume 100 a 1000 uL LABMATE PRO

- Cartuchos SPE Waters OASIS, HLB Catridge 1g, 60 um Particle Size, lote 07A30056A

- Cartuchos SPE Applied Separations Octadecyl C18/ 18%, 500mg/3mL, lote 31306
- Cartuchos SPE Applied Separations Quaternary Amino N+, 500mg/3mL, lote 3092


https://www.thermofisher.com/br/en/home/brands/invitrogen.html

3.3.EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

- Cromatografo modelo SPD-20AV Shimadzu® acoplado a detector de fluorescéncia RF-
20A XS, como observado na FIGURA 6.

- Coluna cromatogréafica Luna 5 um NH2 100A (250x4,6 mm) Allcrom

- Coluna cromatogréafica ODS C18 (150 mm x 4,6 mm) REGIS®.

- Manifold a vacuo SPE para 24 colunas Chromabond®

- Balanca analitica com precisao de 0,1 mg, Shimadzu, Modelo AUY 220
- Filtros em membrana 0,22 um Millipore™ Merck

- Sistema de Filtracdo, RONI ALZI

- Bomba de Vécuo 7CFM, SURYHA

- Agitador de tubos tipo Vortex, GEHAKA, modelo AV-2 82328

- Centrifuga, CELM, modelo LS 4 Plus

- Lavadora ultrasénica, Ultronique, modelo Q3.0/40

Figura 6 - Cromatografo utilizado nas analises.
© gy p— — ’% o

Fonte: Autor

3.4. AMOSTRAGEM

As amostras destinadas a avaliacdo dos métodos analiticos foram preparadas a partir de
agua ultrapura e pool de urina de individuos ndo expostos a agrotoxicos. Aliquotas das
amostras de agua ultrapura e urina coletadas, homogeneizadas e filtradas foram fortificadas/
enriquecidas com a solucdo padrdo de glifosato e AMPA, em quantidade suficiente para
atingir diferentes concentracdes. Aliquotas de &gua ultrapura e do pool de urina néao
adicionado de padrao foram utilizadas como “branco”, objetivando realizar a comparagdo

entre o cromatograma da amostra sem padrdo e da amostra com padrdo a fim de identificar


https://www.lojasynth.com/shimadzu
https://www.eletrofrigor.com.br/ferramentas-suryha
http://www.biosystems.com.br/ultronique

0s picos correspondentes ao glifosato e AMPA.

3.5.SELECAO DOS METODOS

A selecdo dos métodos foi realizada através de pesquisa na base de dados Pubmed e
LILACS utilizando os termos “HPLC” AND “Fluorescence” AND “glyphosate” e “HPLC”
AND “Fluorescence” AND “glyphosate” AND “urine”. Além dos artigos, foram incluidas as
dissertacdes e teses encontradas, onde foram utilizados os mesmos descritores. O critério de
selecdo das metodologias a serem estudadas foi utilizar colunas cromatogréficas,
derivatizante (FMOCCI), cartuchos de EFS que dispunham no laboratério e métodos que

utilizavam HPLC com detector UV ou fluorescéncia.

3.6. METODOS

O Quadro 1 apresenta um resumo das condi¢Ges cromatograficas utilizadas no estudo,
onde sdo mostrados os seguintes parametros: volume de injecdo, coluna cromatogréafica.
temperatura da coluna , fase mével, fluxo, sistema de eluicdo, comprimento de onda, esquema

de derivatizacdo nas duas matrizes: agua ultrapura e urina.

3.6.1. METODO 1-BOT etal., 2002

A coluna cromatogréfica utilizada foi a Luna 5 um NH2 100A (250 x 4,6 mm)
Allcrom®. A fase mével foi composta por uma mistura de Tampédo KH2PO4 (0,1M) pH 5,8 e
acetonitrila na proporgéo de 55:45, em fluxo de 1,0 mL/min. A temperatura do termostato da
coluna foi mantida a 35 °C e a deteccdo foi realizada por fluorescéncia em Aem: 260 nm /
Aex: 310 nm. O tempo de corrida foi de 15 min.

Para a analise no HPLC, foi realizada a derivatizacdo de 3 mL de pool de urina previamente
filtrado e &gua ultrapura com adicéo de padrdo e sem adicdo de padrdo (branco). Adicionou-
se a essa urina 500 pL de solucdo tampdo tetraborato de sodio decahidratado (0,05M) pH 9 e
500 pL de derivatizante FMOCCI (1g/L). A derivatizacdo ocorreu sob agitacdo periodica no
vortex por cerca de 1h. Ap6s o processo de derivatizacdo o excesso de derivatizante foi
removido adicionando-se 2 mL de éter dietilico. A mistura foi submetida a agitacdo no
vortex por cerca de 1 min e posteriormente deixada em repouso para que OcCOrresse a
separacdo das fases. Apenas a fase aquosa foi injetada no HPLC e o volume injetado foi de
20 uL. Este método foi originalmente desenvolvido para analise de glifosato e AMPA em

agua ultrapura, porém, neste estudo, tal método foi avaliado para a analise destes mesmos



analitos tanto para agua ultrapura como para urina, onde as condi¢cdes cromatograficas e

técnica de derivatizagcdo do méetodo foram as mesmas.

3.6.2. METODO 2 -ANADON et al., 2009 combinada com BOT et al., 2002

A coluna cromatografica utilizada foi a Luna 5 pm NH> 100A (250 x 4,6 mm)
Allcrom®. A fase movel foi composta por uma mistura de Tampao KH2POs (0,1M) pH 5,8 e
acetonitrila na proporcgéo de 55:45, em fluxo de 1,0 mL/min. A temperatura do termostato da
coluna foi mantida a 35 °C e a deteccdo foi realizada por fluorescéncia em Aem: 260 nm /
Aex: 310 nm. O tempo de corrida foi de 17 min.

No preparo da amostra, 3 mL do pool de urina previamente filtrado com adicdo de
padrdo e sem adicdo de padrdo (branco) foi adicionado a 3 mL de acetronitrila e levado a
centrifuga por 30 min a 3000 rpm. Apds a centrifugacao, foi retirado 3 mL do sobrenadante
para realizar a derivatizagao.

Para o procedimento de derivatizagdo, adicionou-se a esse sobrenadante 500 pL de
solucdo tampao tetraborato de sddio decahidratado (0,05M) pH 9 e 500 uL de derivatizante
FMOCCI (1g/L). A derivatizacdo ocorreu sob agitacdo periddica no vortex por cerca de 1h.
Ap0s o processo de derivatizacdo o excesso de FMOCCI foi removido adicionando-se 2 mL
de éter dietilico. A mistura foi submetida a agitagdo no vortex por cerca de 1 min e
posteriormente deixada em repouso para que ocorresse a separagdo das fases. Apenas a fase
aquosa foi injetada no HPLC (20 pL). Este método de limpeza da matriz foi originalmente
desenvolvido para analise de glifosato e AMPA em sangue, porém, neste estudo, tal método

foi avaliado para a analise destes mesmos analitos em urina.

3.6.3. METODO 3- PEITER, 2017

A coluna cromatogréafica utilizada foi a ODS C18 (150 x 4,6 mm) REGIS®. A fase
movel foi composta por uma mistura de Tampdo KH2PO4 (0,05M) pH 5,44 e acetonitrila na
proporcdo de 70:30, em fluxo de 0,8mL/min. A temperatura do termostato da coluna foi
mantida a 30°C e a detecgéo foi realizada por fluorescéncia em Aem: 270nm / Aex: 315nm. O
tempo de corrida foi de 10 min.

O pool de urina previamente filtrado com adi¢do de padrédo (concentracGes de 600 e
300 pg/L) e sem adicdo de padrdo (branco) passou por um processo de extracdo de fase

solida realizado com cartucho Oasis HLB em um equipamento manifold a vacuo. O cartucho



foi previamente condicionado com 3 mL de metanol e 3 mL de agua ultrapura. Apds o
condicionamento do cartucho, 5 mL de urina foram passados pelo mesmo. Posteriormente, o
cartucho foi lavado com 3 mL de agua ultrapura e a amostra foi eluida com 5 mL de HCL
0,5 mol/L.

Para o procedimento de derivatizacdo, adicionou-se a 1 mL da amostra eluida, 0,25
mL de Tampdo tetraborato de sodio decahidratado 5% e 1 mL de FMOCCI (0,02 mol/L). A
derivatizacao ocorreu por cerca de 20 min e o volume injetado foi de 20 pL. Este método foi
originalmente desenvolvido para analise de glifosato e AMPA em agua, porém, neste estudo,

tal método foi avaliado para estes mesmos analitos em urina.

3.6.4. METODO 4 - MELO, K.G. - UNICAMP, 2018

A coluna cromatogréafica utilizada foi a ODS C18 (150 x 4,6 mm) REGIS®. A fase
movel foi composta por uma mistura de Tampdo Fosfato pH 5,5 e acetonitrila na proporcéao
de 75:25. A composic¢édo do tampéo fosfato foi: KH2PO4 (13,6¢/L) com Na;HPO4 (35,8 g/L)
na proporcdo 482 mL de KH2PO4 para 18mL de NaoHPO4. O fluxo foi de 1,0 mL/min, a
temperatura do termostato da coluna foi mantida a 24°C e a deteccdo foi realizada por
fluorescéncia em Aex: 263nm / Aem: 317nm. O tempo de corrida foi de 10 min.

Foi aliquotado 4 ml do pool de urina previamente filtrado com adicdo de padréo e sem
adicdo de padrédo (branco). A essa aliquota foi adicionado 1 mL de metanol e essa mistura foi
centrifugada a 3000 rpm por 10 min.

Apbs a centrifugacdo a amostra passou por um processo de extracdo em fase sélida
utilizando os cartuchos HLB (utilizado no método original) C18 e N+. Em seguida, 2 mL da
amostra foram passados pelos cartuchos ap6s prévio condicionamento dos mesmos com 2
mL de metanol acidificado com &cido acético 10% (50 mL de metanol + 1 mL de &acido
acetico 10%).

A eluicdo da amostra foi realizada com diferentes solugdes eluentes. Inicialmente, 3
mL das solugdes eluentes foram passados pelo cartucho para cada 1 mL de urina. As
solucBes eluentes testadas foram acetonitrila e &cido acético 10%. Apds a eluicdo, 2 mL da
amostra foram derivatizados com 1 mL de tetraborato de sédio pH 9,0 (0,05 mol/L) e 1 mL
de FMOCCI (1g/L). A derivatizacdo ocorreu por 15 minutos no ultrassom. O volume
injetado foi de 20 pL. Este método foi avaliado apenas para a matriz urina.



Volume
de
injecdo
20 uL
Método
1
20 uL
Método
2

Coluna

cromatografica

Luna 5 pm NH>
100 A (250x4,6

mm)

Luna 5 pm NH:
100 A (250x4,6

mm)

Quadro 1 - Resumo das condi¢des cromatograficas das metodologias testadas

Temperatura

da coluna

35°C

35°C

Fase mével

Tampéo
KH2PO4
(0,1M) pH
5,8-
Acetonitrila
(55:45)
Tampéo
KH2PO4
(0,1M) pH
5,8-
Acetonitrila
(55:45)

Fluxo

da fase

movel
1,0

mL/min

1,0

mL/min

Sistema
de
eluicdo

Isocréatico

Isocréatico

Comprimento

de onda

Aem: 260nm /
Aex: 310nm

Aem: 260nm /
Aex: 310nm

Derivatizacéo

500 pL de tampéo
tetraborato de sodio
(0,05M) pH 9 e 500
pL de derivatizante

FMOCCI (1g/L)
Tempo: 1h

100 pL de tampéo
tetraborato de sodio
(0,05M) pH 9 e 100

uL de FMOCCI
(1g/L)
Tempo: 1h

Matriz
Testada

Agua e urina

Urina
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20 uL
Método
3
20 uL
Método
4

ODS C18
(150%x4,6 mm)

ODS C18
(150x4,6mm)
e
Luna 5 m NH:
100 A (250x4,6

mm)

35°C

24°C

Tampao 08
KH,PO,  mL/min
(0,05M) pH
5,44
Acetonitrila
(70:30)
Tampéo 1,0
Fosfato ~ mL/min
(NazHPO4 +
KH2PO4)
pH5,5 -
Acetonitrila
(75:25)

Fonte: Autor

Isocratico  Aem: 270nm /

Aex: 315nm

Isocratico = Aem: 263nm/

Aex: 317nm

0,25 mL de tampéo
tetraborato de sodio
5% e 1 mL de
FMOCCI (0,02
mol/L).
Tempo: 20 min
1 mL de tampéo
tetraborato de sodio
ph 9,0 (0,05 mol/L)
e 1 mL de FMOCCI
(1g/L)
Tempo: 15 min

Urina

Urina
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3.7.VALIDACAO DO METODO NA DETERMINACAO/ QUANTIFICACAO DE
GLIFOSATO E AMPA EM AGUA ULTRAPURA

A validacdo de todas as metodologias analiticas seguiu os critérios da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria determinados pela Resolucdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 166, de 24 de julho de 2017 (BRASIL, 2017).

3.7.1. Seletividade e Linearidade

A seletividade foi determinada comparando os cromatogramas de uma amostra de
branco composta por agua ultrapura isenta de contaminacdo por glifosato e outra amostra
acrescida de glifosato na concentracéo de 500 pg/L. Ja para 0 AMPA essa concentracéo foi
de 600 pg/L.

Para a avaliacdo da linearidade e confeccdo das curvas de calibracdo, as amostras
foram submetidas a analises em triplicata nas concentracdes de 18,75 pg/L; 37,5 ug/L; 75
pg/L; 150 pg/L; 300 pg/L e 600 pg/L para o glifosato e 156,25 pg/L; 312,5 pg/L; 625
pg/L; 1250 pg/L; 2500 pg/L; 5000 pg/L para o AMPA. As etapas do método utilizado

estdo descritas a seguir:

1. Inicialmente foi preparada uma solu¢do mée de 10 mg/L pensando-se 0,1 mg + 0,5 mg
de glifosato em um tubo de centrifuga de 15mL. Para 0 AMPA a preparacdo da solucéao

mae foi a mesma;

2. Posteriormente, para o glifosato, foram pipetados 360 uL da solucdo méae e avolumados
para 6 mL com &gua ultrapura em um tubo de centrifuga para preparar a solugdo de 600
Mg/L; Ja para o AMPA, foram pipetados 3mL da solugdo mae e avolumados para 6 mL
com agua ultrapura em um tubo de centrifuga para preparar a solucao de 5000 pg/L;

3. As demais solugdes, tanto para o glifosato como para 0 AMPA, foram preparadas

através de diluigdes seriadas das solucdes de 600 pg/L e 5000 pg/L respectivamente.

4. Derivatizou-se 3 mL das solucdes preparadas com 500 uL de Fmoc-Cl 1g/L e 500 uL de
tampao borato pH 9,0 0,05 mol/L;
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3.7.2. Precisao e Exatidao

Os célculos de precisdo e exatiddo foram realizados para trés concentragdes (baixa,
média e alta) de glifosato e AMPA em triplicada. Para o glifosato as concentracdes
utilizadas foram: 18,25 pg/L, 75 pg/L e 600 pg/L. J& para o AMPA, as concentracdes
utilizadas foram: 156,25 pg/L, 625 pg/L e 5000 pg/L. Os valores de precisdo foram obtidos
através da Equacdol, descrita anteriormente, ja os valores de exatiddo foram obtidos

através da Equacdo 2, apresentada anteriormente.
3.7.3. Limites de Deteccdo (LD) e de Quantificacéo (LQ):
O limite de deteccdo tanto do glifosato como do AMPA foi obtido através da

Equacdo 3 e o limite de quantificacdo para esses mesmos analitos foi obtido por meio da

Equacdo 4, ja apresentadas anteriormente.
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4. RESULTADOS

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos, tanto para agua

ultrapura, quanto para urina. Os resultados serdo apresentados a partir dos métodos

estudados para cada matriz.

4.1. METODO 1: ANALISES EM AGUA ULTRAPURA

Inicialmente foram testados glifosato e AMPA na concentracdo de 500 pg/L e 600
ug/L, respectivamente, e 0o Branco, composto por agua ultrapura isenta de glifosato e
AMPA, adicionada de derivatizante FMOC-CI e tampéo tetraborato de sddio. Esta analise
primaria ocorreu para que fosse possivel avaliar a capacidade do método em detectar os

analitos de interesse sem interferéncia (seletividade). Glifosato e AMPA foram avaliados

separadamente a fim de minimizar interferéncia entre 0s mesmos.

Na Figura 7A observou-se a presen¢a de um Unico pico no inicio do cromatograma
(2,9 min) que representa o excesso de derivatizante (seta azul). J& na Figura 7B, observou-
se a presenca de um pico inicial representando o excesso de derivatizante (2,9 min) e um

segundo pico em 13,2 min que representa teoricamente o pico do glifosato (seta vermelha).

Figura 7 - Cromatograma do Branco para o glifosato em agua ultrapura (A) e da solugdo de glifosato 500 pg/L
em agua ultrapura para o método 1.
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Condigdes cromatogréficas:
Coluna cromatografica: Luna 5 um NH2 100A (250 x 4,6 mm) Allcrom®; Fase mével: Tampao KH;PO4
(0,1M) pH 5,8 e acetonitrila (55:45); Fluxo: 1,0 mL/min; Temperatura da coluna: 35 °C; Comprimento de

onda fluorescéncia: Aem: 260 nm/ Aex: 310 nm; Tempo de corrida: 15 min.
Fonte: Autor
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Na Figura 8A observou-se a presenca de trés picos no cromatograma (2,4 min; 3,7

min e 7,7 min) que representam os produtos da reacdo de derivatizacdo. Ja na Figura 8B,

observou-se a presenca dos trés picos representando os produtos da reacdo de derivatizacao

(2,4 min; 3,7 min e 7,7 min) e um quarto pico em 5,6 min que correspondente ao pico do

AMPA (seta vermelha).

Figura 8 - Cromatograma do branco para 0 AMPA em é&gua ultrapura (A) e da solucdo de AMPA 600 pg/L em

agua ultrapura (B) para o método 1.
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Condicdes cromatogréficas:

Coluna cromatografica: Luna 5 um NH2 100A (250 x 4,6 mm) Allcrom®; Fase mével: Tampao KH,PO,
(0,1M) pH 5,8 e acetonitrila (55:45); Fluxo: 1,0 mL/min; Temperatura da coluna: 35 °C; Comprimento de
onda fluorescéncia: Aem: 260 nm / Aex: 310 nm; Tempo de corrida: 15 min.

Fonte: Autor

Posteriormente, foi avaliada a capacidade do método de gerar resultados de area

diretamente proporcionais a concentracdo dos analitos, possibilitando assim, a confirmacao

dos picos encontrados para o glifosato e 0 AMPA. Para isso, foram analisadas solucdes de

glifosato de 500 pg/L e 250 pg/L, enquanto para o AMPA foram analisadas solucdes de

600 pg/L e 300 pg/L.

Na Figura 9A observou-se o pico do glifosato em 13,2 min (seta vermelha), cuja

area encontrada foi 426585386 mV. Ja na Figura 9B, observou-se o pico do glifosato em

13,4 min (seta azul) cuja area encontrada foi 204079038 mV. Dessa forma, percebe-se que

a area correspondente ao pico de 500 pg/L de glifosato foi 2,09 vezes maior que a area

correspondente ao pico de 250 pg/L de glifosato, demonstrando a proporcionalidade dos

resultados de area em relacdo a concentracdo do glifosato e confirmando o pico encontrado

para este analito.
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Figura 9 - Cromatograma da solucdo de glifosato 500 ug/L em agua ultrapura (A) e da solucdo de glifosato 250

pg/L em agua ultrapura (B) para o método 1.
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Condicdes cromatogréficas:

Coluna cromatografica: Luna 5 um NH2 100A (250 x 4,6 mm) Allcrom®; Fase mével: Tampao KH;PO4
(0,1M) pH 5,8 e acetonitrila (55:45); Fluxo: 1,0 mL/min; Temperatura da coluna: 35 °C; Comprimento de

onda fluorescéncia: Aem: 260 nm/ Xex: 310 nm; Tempo de corrida: 15 min.

Fonte: Autor

Na Figura 10A observou-se o pico do AMPA em 5,6 min (seta vermelha), cuja area
encontrada foi 22280079 mV. Ja na Figura 10B, observou-se o pico do AMPA em 5,6 min
(seta azul) cuja area encontrada foi 11095927 mV. Dessa forma, percebe-se que a area
correspondente ao pico de 600 pg/L de AMPA foi 2,01 vezes maior que a area
correspondente ao pico de 300 pg/L de AMPA, demonstrando a proporcionalidade dos

resultados de area em relacdo a concentracdo do AMPA e confirmando o pico encontrado

para este analito.

Figura 10 - Cromatograma da solugdo de AMPA 600 pg/L em agua ultrapura (A) e da solu¢do de AMPA 300

pg/L em agua ultrapura (B) para o0 método 1.
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Condigdes cromatogréficas:

Coluna cromatografica: Luna 5 um NH2 100A (250 x 4,6 mm) Allcrom®; Fase mével: Tampao KH2PO4
(0,2M) pH 5,8 e acetonitrila (55:45); Fluxo: 1,0 mL/min; Temperatura da coluna: 35 °C; Comprimento de

onda fluorescéncia: Aem: 260 nm / Aex: 310 nm; Tempo de corrida: 15 min.

Fonte: Autor
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Por fim, foram construidas curvas de calibracdo para o glifosato e AMPA,
compostas por 6 pontos em triplicata (Tabela 1 e Tabela 2) segundo os critérios da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria determinados pela Resolucdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 166, de 24 de julho de 2017, para avaliar a linearidade do meétodo. Para o
glifosato os pontos utilizados foram: 18,75 pg/L; 37,5 pg/L; 75 pg/L; 150 pg/L; 300 pg/L e
600 pg/L. J& para 0 AMPA os pontos utilizados foram: 156,25 pg/L; 312,5 pg/L; 625 pg/L;
1250 pg/L; 2500 pg/L; 5000 pg/L.

Tabela 1 - Areas das triplicatas das concentracdes de glifosato em agua ultrapura.

Concentraca A < < A'fe?‘
0 (ug/L) real Area 2 Area 3 M:dl
18,75 3592186 4724491 4023371 4113349
37,5 7835849 8421513 8220521 8159294
75 18524896 20738440 18713622 19325653
150 40173671 42221589 40311437 40902232
300 80183494 85697498 81636417 82505803
600 184527735 161690189 165270726 170496217

Fonte: Autor
A curva de calibracdo do glifosato (Figura 11) foi realizada a partir da média das
areas encontradas nas concentracdes em triplicata. A equacdo da reta encontrada foi e
seu coeficiente de determinacéo (R?) foi de 0,9998.

Figura 11 - Curva de calibracdo do Glifosato em &gua ultrapura.

180000000

y = 286806x - 2E+06

160000000 /. R?=0,9998

140000000

120000000

100000000

/ + AREAMEDIA
80000000

— Linear {AREA MEDIA)
60000000
40000000 ‘////
20000000 ~////”
0 “/"'

0 100 200 300 400 500 600 700

Fonte: Autor
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Tabela 2 - Areas das triplicatas das concentragdes de AMPA em &gua ultrapura.

Concca(Tltg;’/?i;)éo Areal Area 2 Area 3 N'?‘ér(;“;
156,25 5388622 4958228 5028954 5125268
312,5 11191468 10645835 10867582 10901628

625 23167326 20973412 23692578 22611105
1250 46261517 42662874 42936173 43953521
2500 97020194 93571491 08276347 96289344
5000 180036834 185764474 183585465 183128924

Fonte: Autor

A curva de calibragdo do AMPA (Figura 12) foi realizada com a média das areas
encontradas nas concentracfes em triplicata. A equacdo da reta encontrada foi e seu

coeficiente de determinago (R?) foi de 0,999.

Figura 12 - Curva de calibragdo AMPA em &gua ultrapura.
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Fonte: Autor

Além das analises de seletividade e linearidade, para que o método fosse validado
segundo a RDC N° 166, foram realizados calculos para determinar os parametros de

preciséo, exatiddo, limite de detecgéo e limite de quantificag&o.



- Precisdo e exatiddo para o glifosato

Os valores de precisdo ou ,desvio padrdo relativo" encontrados para o glifosato
foram (Quadro 2): 13,89 % para a concentragédo de 18,25 pg/L, 6,35% para a concentracao
de 75 pg/L e 7,2% para a concentracdo de 600 pg/L. Ja os valores de exatiddo encontrados
para esse mesmo analito foram (Quadro 2): 76,49 % para a concentracdo de 18,25 ug/L,

89,84% para a concentracdo de 75 pug/L e 99,08% para a concentracdo de 600 pg/L.

Quadro 2 - Valores de precisdo e exatiddo para as concentragdes de 18,25 pg/L, 75 pg/L e 600 pg/L

Concentracéo (ug/L)

PRECISAO (DPR%)

EXATIDAO (%)

18,75 13,89 76,49
75 6,35 89,84
600 7,2 99,08

Fonte: Autor
- Precisdo e exatiddo para o AMPA

Os valores de precisdo ou ‘desvio padrdo relativo’ encontrados para o AMPA (Quadro3)
foram: 4,18 % para a concentracdo de 156,25 pg/L, 6,27% para a concentracdo de 625 ug/L e
1,58% para a concentracdo de 5000 pg/L. Ja os valores de exatiddo encontrados para esse
mesmo analito (Quadro 3) foram: 95,38 % para a concentracdo de 156,25 pg/L, 99,43% para
a concentracao de 625 pg/L e 99,16% para a concentracdo de 5000 pg/L.

Quadro 3 - Valores de precisdo e exatiddo para as concentrag¢fes de 156,25 pg/L, 625 pg/L e 5000 pg/L

Concentracédo (ug/L)

PRECISAO (DPR%)

EXATIDAO (%)

156,25 4,18 95,38
625 6,27 99,43
5000 1,58 99,16

Fonte: Autor

- Limite de deteccéo e limite de quantificacéo

Os limites de detecgéo e quantificacdo encontrados para o glifosato foram 2,12 pg/L
e 6,4 ug/L, respectivamente. J& os limites de deteccdo e quantificagdo encontrados para o
AMPA foram, respectivamente, 42,9 ug/L e 129,9 ug/L.
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4.2. METODO 1: ANALISES EM URINA

Analisou-se o glifosato na concentracdo de 600 pg/L e o branco, composto por urina
isenta de glifosato, adicionada de derivatizante FMOC-CI e tamp&o tetraborato de sédio.
Esta andlise primaria ocorreu para que fosse possivel avaliar a capacidade do método em
detectar os analitos de interesse sem interferéncia (seletividade).

Ao analisar os cromatogramas representados na Figura 13A e 13B, foi possivel
observar que ambos os cromatogramas (branco e glifosato 600 pg/L) apresentaram-se
idénticos, demonstrando uma dificuldade do método em detectar o analito de interesse na
presenca de interferentes da urina. Dessa forma, as analises subsequentes tornaram-se

impossibilitadas, visto que, ndo foi possivel a detecgdo do pico representativo do glifosato.

Figura 13 - Cromatograma do branco para o glifosato em urina (A) e da solucdo de glifosato 600 pg/L em urina

(B) para o método 1.
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Condigdes cromatogréficas:
Coluna cromatografica: Luna 5 um NH2 100A (250 x 4,6 mm) Allcrom®; Fase movel:
Tampédo KH2PO4 (0,1M) pH 5,8 e acetonitrila (55:45); Fluxo: 1,0 mL/min; Temperatura
da coluna: 35 °C; Comprimento de onda fluorescéncia: Aem: 260 nm / Aex: 310 nm;
Tempo de corrida: 15 min.

Fonte: Autor
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4.3. METODO 2: ANALISES EM URINA

Analisou-se o glifosato na concentragdo de 600ug/L e o Branco, composto por urina
isenta de glifosato, adicionada de derivatizante FMOC-CI e tampdo tetraborato de sodio.
Esta analise primaria ocorreu para que fosse possivel avaliar a capacidade do método em
detectar os analitos de interesse sem interferéncia (seletividade).

Na Figura 13A observou-se a presenca de diversos picos no cromatograma que
representam os produtos da reacdo de derivatizagdo e substancias encontradas na urina. Ja

na Figura 13B, observou-se a presenca de um pico em destaque no tempo de 15,2 min (seta

vermelha) representando teoricamente o glifosato.

Figura 14 - Cromatograma do branco para o glifosato em urina (A) e da solucdo de glifosato 600 pg/L em urina

(B) para o método 2.
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Condig¢des cromatogréficas:
Coluna cromatografica: Luna 5 um NH2 100A (250 x 4,6 mm) Allcrom®;
Fase mdvel: Tampdo KH2PO4 (0,1M) pH 5,8 e acetonitrila (55:45); Fluxo:
1,0 mL/min; Temperatura da coluna: 35°C; Comprimento de onda
fluorescéncia: Aem: 260 nm / Aex: 310 nm; Tempo de corrida: 17 min.

Fonte: Autor
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Na Figura 14A, o pico observado foi encontrado no tempo de 15,2 min (seta
vermelha) e sua &area foi de 17652967 mV. J& na Figura 14B, o pico observado foi
encontrado no tempo de 14,5 min (seta azul) e sua area foi de 12419805 mV. Dessa forma,
percebe-se que a area correspondente ao pico de 600 pg/L de glifosato foi 1,42 vezes maior
que a area correspondente ao pico de 300 pg/L de glifosato, demonstrando uma auséncia de
proporcionalidade dos resultados de area em relacdo a concentracdo do glifosato e

descartando a hipotese que o pico encontrado seja do glifosato.

Figura 15 - Cromatograma da solugéo de glifosato 600 pg/L em urina (A) e da solucdo de glifosato 300 pg/L em
urina (B) para o método 2.
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Condig¢des cromatogréficas:
Coluna cromatografica: Luna 5 um NH2 100A (250 x 4,6 mm) Allcrom®;
Fase mdvel: Tampdo KH2PO4 (0,1M) pH 5,8 e acetonitrila (55:45); Fluxo:
1,0 mL/min; Temperatura da coluna: 35°C; Comprimento de onda
fluorescéncia; Aem: 260 nm / Aex: 310 nm; Tempo de corrida: 15 min.

Fonte: Autor
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4.4, METODO 3: ANALISES EM URINA

Analisou-se o glifosato na concentracdo de 600 pg/L e o Branco, composto por
urina isenta de glifosato, adicionada de derivatizante FMOC-CI e tampdo tetraborato de
sodio. Esta analise primaria ocorreu para que fosse possivel avaliar a capacidade do método
em detectar os analitos de interesse sem interferéncia (seletividade).

Ao analisar os cromatogramas representados nas Figuras 15A e 15B, foi possivel
observar que ambos os cromatogramas (branco e glifosato 600 pg/L) apresentaram-se
idénticos, demonstrando uma dificuldade do método em detectar o analito de interesse na
presenca de interferentes da urina. Dessa forma, as analises subsequentes tornaram-se

impossibilitadas, visto que, ndo foi possivel a detecgdo do pico representativo do glifosato.

Figura 16 - Cromatograma do branco para o glifosato em urina (A) e da solucéo de glifosato 600 pg/L em urina
(B) para o método 3.
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Condicoes cromatograficas:
Coluna cromatografica: ODS C18 (150 x 4,6 mm) REGIS®; Fase moével: Tampao
KH,PO, (0,05M) pH 5,44 e acetonitrila (70:30); Fluxo: 0,8 mL/min; Temperatura da
coluna: 30 °C; Comprimento de onda fluorescéncia: Aem: 270 nm / Aex: 315 nm;
Tempo de corrida: 10 min.

Fonte: Autor
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4.5. METODO 4: ANALISES EM URINA

Analisou-se o glifosato na concentracdo de 600 pg/L e o Branco, composto por
urina isenta de glifosato, adicionada de derivatizante FMOC-CI e tampdo tetraborato de
sodio. Esta andlise primaria ocorreu para que fosse possivel avaliar a capacidade do método
em detectar os analitos de interesse sem interferéncia (seletividade). Nessa metodologia
foram testados diferentes cartuchos de extracdo em fase sélida (C18, N+ e HBL) a fim de
avaliar a capacidade de cada cartucho em extrair e concentrar o glifosato, permitindo
que tal analito fosse detectado pelo HPLC. Além disso, foram avaliadas duas solugtes
eluentes distintas (acetonitrila e acido acético 10%) para o cartucho N+ a fim de verificar

qual dessas solugdes apresentaria melhor capacidade de eluicdo da amostra.

Figura 17 - Cartucho N+ eluido com Acetonitrila (esquerda) e cartucho N+
eluido com &cido acético 10% (direita)

Fonte: Autor

A andlise das solugdes eluentes foi realizada a partir da observagdo de que a urina
passada pelo cartucho permanecia retida no mesmo ap6s a passagem da solucdo eluente
utilizada no método (acetonitrila) como observado na Figura 16 (esquerda). Utilizando-se
como base a metodologia de Ducos modificado por Paula usada para anélise do acido trans,
transmuconico (PAULA; SILVEIRA; ALVAREZ-LEITE, 2003), que também faz uso de
cartucho NHa, decidiu-se investigar a capacidade de eluicdo do acido acético 10%. Dessa
forma, foi possivel observar que o acido acético apresentou uma melhor elui¢do da urina do
que a acetonitrila, visto que, a retencdo da urina no cartucho foi bem menor como

observado na Figura 16 (direita).
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45.1. Anélises em cartucho HLB

O cromatograma representado pela Figura 17 Apresenta diferentes picos dispostos
entre os tempos de retencdo de 1 minuto a 6 minutos. Ja 0 cromatograma representado pela
Figura 17B apresenta-se quase totalmente zerado com excecdo da formagéo de 3 depressoes
nos tempos de 1,5 min, 6,0 min e 9,0 min. Ao comparar esses dois cromatogramas (Figuras
17A e 17B), foi possivel observar que 0s mesmos se apresentaram totalmente diferentes em
relacdo aos picos encontrados, impossibilitando uma comparacdo dos mesmos quanto a
presenca do glifosato e demonstrando uma incapacidade do cartucho testado em extrair e
concentrar o glifosato.

Figura 18 - Cromatograma do branco em urina (A) e da solucdo de glifosato 600 pg/L em urina (B) usando
cartucho HBL oasis para 0 método 4.
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Condicdes cromatograficas:
Coluna cromatografica: ODS C18 (150 x 4,6 mm) REGIS®; Fase movel: Tampao Fosfato
(Na2HPO4 + KH2PO4) pH 5,5 — Acetonitrila (75:25); Fluxo: 1,0 mL/min; Temperatura
da coluna: 24 °C; Comprimento de onda fluorescéncia: Aem: 263 nm / Aex: 317 nm;
[Tempo de corrida: 10 min.

Fonte: Autor
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45.2. Andalises em cartucho C18

O cromatograma representado pela Figura 18A apresenta trés picos dispostos no inicio
do mesmo (antes do tempo de 2,5 min) e um plat6é que se estende de 2,5 min a 7,5 min. Ja o
cromatograma representado pela Figura 18B apresenta os trés picos iniciais similares ao
cromatograma da figura 18A e outros diferentes picos dispostos entre os tempos de
retencdo de 2,5 min a 12 min. Ao comparar esses dois cromatogramas (Figuras 18A e 18B),
foi possivel observar que os mesmos se apresentaram diferentes em relacdo aos picos
encontrados a partir de 2,5 min, impossibilitando uma comparacdo dos mesmos quanto a
presenca do glifosato e demonstrando uma incapacidade do cartucho testado em extrair e

concentrar o glifosato.

Figura 19 - Cromatograma do branco em urina (A) e da solucao de glifosato 600 pg/L em urina (B) usando
cartucho C18 para o método 4
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Condicdes cromatograficas:
Coluna cromatografica: ODS C18 (150 x 4,6 mm) REGIS®; Fase movel: Tampédo
Fosfato (Na2HPO4 + KH2PO4) pH 5,5 — Acetonitrila (75:25); Fluxo: 1,0 mL/min;
Temperatura da coluna: 24 °C; Comprimento de onda fluorescéncia: Aem: 263 nm /
Aex: 317 nm; Tempo de corrida: 10 min
Fonte: Autor
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45.3. Andlises em cartucho N+

O cromatograma representado pela Figura 19A apresenta diferentes picos dispostos
entre os tempos de retencdo de 1 minuto a 13 minutos. J& o cromatograma representado
pela Figura 19B apresenta diferentes picos dispostos entre os tempos de retencdo de 1
minuto a 8 minutos e a presenca de um platé que se estende de 10 minutos a 12,8 minutos.
Ao comparar esses dois cromatogramas (Figuras 19A e 19B), foi possivel observar que 0s
mesmos se apresentaram bastante similares em relagéo aos picos encontrados com excegéo
do platd presente no cromatograma da Figura 19B. Mesmo com a similaridade dos
cromatogramas, a presenca do platd na Figura 19 impossibilitou uma comparacdo dos
mesmos quanto a presenca do glifosato, demonstrando uma incapacidade do cartucho

testado em extrair e concentrar o glifosato.

Figura 20 - Cromatograma do branco em urina (A) da solucédo de glifosato 600 pg/L em urina (B) usando
cartucho NH2 para o método 4.
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Condigdes cromatogréficas:
Coluna cromatografica: ODS C18 (150 x 4,6 mm) REGIS®; Fase movel: Tampéo
Fosfato (Na2HPO4 + KH2PO4) pH 5,5 — Acetonitrila (75:25); Fluxo: 1,0 mL/min;
Temperatura da coluna: 24 °C; Comprimento de onda fluorescéncia: Aem: 263 nm/
Aex: 317 nm; Tempo de corrida: 10 min
Fonte: Autor
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5. DISCUSSAO

5.1. METODO 1: ANALISES EM AGUA ULTRAPURA

Com relacdo a seletividade do método para os analitos avaliados (glifosato e
AMPA) em agua ultrapura observou-se que o método analisado apresentou seletividade,
visto que, nao foi identificada a presenca de interferentes proximos aos tempos de retencéo
dos compostos. Garantindo que a &rea quantificada no cromatograma para o glifosato e o
AMPA correspondesse exclusivamente a quantidade do analito injetada no HPLC.

No caso da analise da capacidade do método em gerar resultados de éarea
diretamente proporcionais a concentracdo dos analitos, pode-se afirmar que este método
apresenta a capacidade de analisar proporcionalmente a area do glifosato e do AMPA. Uma
vez que, ao avaliar duas concentracdes de ambos os analitos (glifosato e AMPA) onde o
valor da concentracdo mais alta era duas vezes maior que o valor da concentracdo mais
baixa, foi observado que o valor da area encontrado para a concentracdo mais alta também

era duas vezes maior do que o encontrado para a concentragao mais baixa.

Com relacdo a linearidade do método analitico para o glifosato e 0 AMPA tem-se
que o modelo de regressdo linear é adequado para as determinagfes analiticas em estudo
segundo a RDC 166 de 2017 da ANVISA. Ja que, o coeficiente de determinacio (R?)
encontrado para as curvas de calibragdo de ambos os analitos foi maior que 0,99.

Quanto a precisdo, 0 método analitico avaliado pode ser considerado preciso. Visto
que, conforme preconizado pela Comissdo Européia (SANCO/SANTE N° 11813 de 2017)
os valores de coeficiente de varia¢do para residuos de agrotoxicos devem estar abaixo de
20%. Dessa forma, ao terem sido encontrados, para as trés concentragdes avaliadas em
ambos os analitos, valores de coeficiente de variacdo abaixo dos 20% pode-se considerar a
precisdo do método em questao.

Em relacdo a exatiddo do método analitico, todas as recuperacgdes avaliadas nas trés
concentracdes determinadas para o glifosato e o AMPA apresentaram valores dentro da
faixa aceita pela literatura para analise de residuos de agrotoxicos que se encontra entre
70% a 120% de acordo com a Comissao Européia (SANCO/SANTE N° 11813 de 2017).

Segundo a PORTARIA DE CONSOLIDACAO N° 5, DE 28 DE SETEMBRO DE
2017 ficou estabelecido que o valor maximo permitido (VMP) de glifosato, somado ao seu

metabolito acido aminometilfosfonico (AMPA), é de 0,5 mg/L de agua. Dessa forma, €
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possivel afirmar que os limites de deteccéo e quantificacdo do glifosato e do AMPA para
este método encontraram-se muito abaixo do valor méximo permitido, possibilitando que
tal método seja utilizado para a analise de residuos de glifosato em agua.

O método 1 originalmente foi desenvolvido para analise de glifosato e AMPA em
agua, dessa forma, jA se esperava que as analises realizadas em laboratério fossem

satisfatérias.

5.2. METODO 1: ANALISES EM URINA

Como o método 1 apresentou-se satisfatorio para a analise de glifosato e AMPA em
agua ultrapura cogitou-se que esta metodologia também fosse capaz de analisar esses
analitos em urina. Porém, o método 1 ndo foi adequado para a analise do glifosato na matriz
urina pois ndo foi possivel identificar o pico correspondente ao glifosato. Isto pode ter
ocorrido pelo fato de a urina ser uma amostra biolégica complexa, demandando como uma
etapa preliminar no procedimento analitico técnicas de extracdo necessarias para eliminar
interferentes que sejam incompativeis com o sistema cromatografico (QUEIROZ;
COLLINS; JARDIM, 2001; PINHO, 2009). As técnicas de extracdo mais comumente
utilizadas séo extracdo liquido- liquido e EFS (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).
Como este método realiza apenas a filtragdo da urina, a auséncia de uma etapa de limpeza

pode ter contribuido para a ndo seletividade do método.

5.3. METODO 2: ANALISES EM URINA

O método 2 originalmente foi desenvolvido para andlise de glifosato em sangue.
Assim como o método 1, 0 método 2 ndo se apresentou satisfatorio para analise de glifosato
e AMPA em urina. Apesar deste, inicialmente, ter demonstrado seletividade na comparacéo
do branco com a urina batizada, posteriormente quando foi avaliada a capacidade do
método de gerar resultados de &rea diretamente proporcionais a concentragdo do analito
este se apresentou falho, ndo fornecendo proporcionalidade entre as concentracOes e as
areas analisadas e, dessa forma, descartando a hip6tese do pico encontrado como sendo do
analito de interesse.

Estes resultados podem ter ocorrido pelo fato de que a matriz originalmente
estudada para 0 método é o sangue e ndo a urina. Apesar de se tratarem de duas matrizes

bioldgicas, as mesmas apresentam composicOes diferentes. O sangue € composto pelo
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plasma e elementos celulares, sendo o plasma composto de agua (90%), na qual estdo
imersos sais minerais, proteinas, gorduras, fatores de coagulacdo, horménios, fribrinogénio
e outras substancias e os elementos celulares, que sdo os glébulos vermelhos, os globulos
brancos e as plaguetas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Ja a urina é composta
aproximadamente por 95% de agua e 2 % de ureia, nos 3% restantes, podemos encontrar
fosfato, sulfato, amdnia, magnésio, célcio, &cido Urico, creatina, sédio, potassio e outros
elementos (NAKAMAE et al., 1980). Dessa forma, os métodos de limpeza de matriz sdo
diferentes para cada uma dessas matrizes, justificando a ndo funcionalidade do método
(PINHO, 2009).

5.4.METODO 3: ANALISES EM URINA

O meétodo 3 originalmente foi desenvolvido para andlise de glifosato em &gua.
Similarmente aos métodos anteriores, este método ndo se apresentou satisfatorio para
anélise de glifosato e AMPA em urina. Apesar de o método escolhido apresentar uma
técnica de limpeza que frequentemente é utilizada para a limpeza de matrizes como a urina
(QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001), o mesmo ndo apresentou seletividade, ou seja,
ndo foi capaz de detectar o analito de interesse na presenca de outros componentes da
matriz. Isto pode ter ocorrido pelo fato de a urina e a &gua serem matrizes completamente
diferentes, fator que exige que o processo de limpeza seja diferente, mesmo que, a técnica
utilizada, segundo a literatura, seja uma técnica ideal para a limpeza de urina (QUEIROZ;
COLLINS; JARDIM, 2001).

Por se tratarem de matrizes diferentes, ndo s6 o cartucho utilizado no processo de
EFS deve diferir, assim como os solventes das etapas de condicionamento, lavagem e
eluicdo devem ser diferentes para garantir que a amostra seja eluida livre de interferentes
(JARDIM, 2010). Dessa forma, ao se utilizar uma técnica ndo preconizada para a analise de
glifosato e AMPA em urina, a funcdo da técnica de EFS, que é a de eliminar os
interferentes da matriz, ndo foi cumprida. Gerando como consequéncia a impossibilidade de
identificacdo dos analitos de interesse (JARDIM, 2010).
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5.5.METODO 4: ANALISES EM URINA

Como descrito anteriormente, para essa metodologia foram testados diferentes
cartuchos de EFS (C18, NH2 e HLB) a fim de avaliar a capacidade de cada cartucho em
extrair e concentrar o glifosato, permitindo que tal analito fosse detectado pelo HPLC. Estas
avaliacbes ocorreram como uma alternativa ao método original, dado que, o cartucho
preconizado pelo método (SPE Waters OASIS, HLB Catridge 500mg, 30 um Particle Size)
ndo se encontrava disponivel para uso.

Além disso, com relacdo as andlises com cartucho N+, foram testadas duas solugdes
eluentes distintas: a solucdo preconizada pelo método (acetronitrila 100%) e uma solucéo
alternativa (&cido acético 10%). Ja que, foi observado que a urina permanecia retida no
cartucho EFS ap0s a passagem da solucéo eluente preconizada pelo método. A utilizacdo da
solucdo alternativa foi baseada no método de limpeza da urina para analise do &cido trans,
trans-muconico desenvolvida por Ducos modificado por Paula (PAULA; SILVEIRA,
ALVAREZ-LEITE, 2003), onde a eluicdo da urina ocorreu de forma adequada e com boa
recuperacdo do componente estudado.

Ao realizar a comparacdo de ambas as solugdes eluentes observou-se que a solugédo
de &cido acético 10% foi mais eficaz para a eluicdo da urina em cartucho N+, isso se deve
provavelmente pelo fato de se tratar de um cartucho composto por Amina quaternéria cuja
extracdo ocorre por troca anibnica e dessa forma, sua solucdo eluente deve ser composta
por tampdes acidos ou tampdes com alta forca idnica, condicdo condizente com a solucéo
de 4cido acético 10% e contréria a solugcdo de acetonitrila 100% (QUEIROZ; COLLINS;
JARDIM, 2001; JARDIM, 2010).

Com relagéo as anélises em cartucho HLB, foi demonstrado que esse cartucho de
EFS ndo se apresentou adequado para andlise de glifosato em urina, visto que, 0S
cromatogramas do branco e da urina batizada com glifosato apresentaram-se amplamente
distintos, dificultando a analise comparativa dos mesmos e impossibilitando a reproducéo
do método. Isso pode ter ocorrido pelo fato de o cartucho HLB utilizado na analise, apesar
de ter a mesma composicdo do cartucho utilizado no método original, ter um tamanho de
particula maior (60um) do que a particula do cartucho utilizado no método original (30um).

Segundo Caldas e colaboradores (2011), o menor tamanho das particulas melhora o
desempenho, proporcionando uma rapida transferéncia de massa, dessa forma, esse fator

pode ter contribuido para a dificuldade na anélise. Além disso, o0 HLB é composto por
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poli(divinilbenzeno-co-N-vinilpirrolidona), sendo um cartucho indicado para a anélise de
agrotoxicos das classes organoclorados e triazina em agua, onde as solucbes de eluicdo
recomendadas sdo metanol e adgua (DUTRA, 2014). Por ndo se tratar de um cartucho
especifico para a analise em matrizes como a urina e devido ao fato de a solucéo eluente
ndo ser a preconizada para o cartucho a analise do glifosato pode ter sido prejudicada pela

n&o eliminacao dos interferentes da matriz.

Posteriormente foi realizada a analise em cartucho C18. Esse cartucho foi escolhido pois
Segundo Carvalho e colaboradores (2008), os sorventes mais usados na SPE para extracao de
agrotoxicos em matrizes aquosas sdo: C18, usado na extracdo de herbicidas, inseticidas e
organoclorados e 0s sorventes poliméricos, que tém sido usados para diversas classes de
agrotoxicos. Porém, a analise de glifosato pela metodologia 4 utilizando cartucho C18 néo se
apresentou satisfatoria, uma vez que, os cromatogramas do branco e da urina batizada com
glifosato apresentaram-se amplamente distintos, dificultando a analise comparativa dos
mesmos. Isto pode ter ocorrido porque, apesar de o cartucho C18 ser altamente recomendado
para a andlise de agrotdxicos e de a solucdo eluente (acetonitrila 100%) ser uma das solugdes
recomendadas para eluir os analitos nesse cartucho (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001;
CALDAS et al, 2011), a solucdo condicionante utilizada (metanol acidificado com &acido
acético) era originalmente preconizada para o condicionamento de cartucho HLB. Como o
solvente empregado no condicionamento depende do sorvente a ser ativado (JARDIM, 2010).
A utilizagdo de uma solucdo ndo preconizada para o condicionamento de cartucho C18 pode
ter contribuido para os resultados negativos da analise.

Por ultimo, foi realizada a andlise em cartucho N+. Assim como o0s demais
cartuchos testados, o cartucho N+ ndo se apresentou eficaz para a andlise do glifosato.
Apesar de os cromatogramas do branco e da urina batizada com glifosato apresentarem-se
inicialmente muito similares, a partir do minuto 10 do cromatograma da urina batizada com
glifosato observou-se a presenca de um platd que dificultou a analise comparativa entre 0s
cromatogramas. Isto pode ter ocorrido pelo fato de o cartucho N+ ser composto por Amina
quaternaria cujos analitos preconizados para serem analisados por este cartucho sdo: grupos
funcionais carregados negativamente como &acidos organicos, vitaminas, acidos graxos e
fosfatos (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001; CALDAS et al, 2011). Logo, por ndo ser
um cartucho preconizado para a analise de agrotoxicos, mais especificamente herbicidas,

pode ter contribuido para os resultados negativos da analise.
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6. CONCLUSAO

E importante destacar a dificuldade metodolégica em analisar o glifosato em
matrizes bioldgicas, visto que existe uma escassez de estudos que demonstrem métodos de
analise do glifosato nessas matrizes por HPLC. A grande dificuldade ocorre devido as
propriedades fisico-quimicas do glifosato e do AMPA, além da auséncia de grupos
cromoforos.

Destaca-se também o impacto da auséncia de metodologias que avaliem o glifosato
em matrizes biologicas, uma vez que, ndo se tem conhecimento exato sobre os efeitos
crénicos e subcrdnicos desse ingrediente ativo e suas formulagdes no organismo humano.

De acordo com os dados obtidos pelo método 1 para dgua ultrapura pode-se dizer
gue o método foi implementado e validado por HPLC-Fluorescéncia na determinacéo de
glifosato e AMPA em agua ultrapura. Esse método demonstrou ser pratico e preciso,
obtendo bons resultados na avaliagdo da preciséo, exatiddo, seletividade e sensibilidade
para o analito de interesse. Além disso, este método apresentou bons limites de detecgdo e
quantificacdo tanto para o glifosato como para 0 AMPA, permitindo a quantificacdo de

concentracdes muito baixas desses analitos em agua.

Os métodos avaliados (1, 2, 3 e 4) ndo foram sensiveis para detectar o glifosato e
AMPA em amostras de urina, demonstrando uma necessidade de novos testes a partir de
ajustes nos metodos selecionados, tendo sido esta uma etapa preliminar do
desenvolvimento.

Os resultados fornecem uma ideia preliminar dos ajustes que devem ser realizados
para que seja possivel a implementacdo e validacdo de um método para analise de urina por
HPLC-Fluorescéncia. No entanto, pesquisas a partir de novas metodologias também devem
ser realizadas.

Dessa forma, a escassez de estudos sobre andlise de glifosato em matrizes
biolégicas demonstra a importancia da continuidade do estudo em questdo, ja que, o
desenvolvimento e validacdo de uma metodologia que possibilite essa analise irdo auxiliar

no monitoramento dos niveis de exposicao de trabalhadores rurais ao glifosato;
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