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Resumo

Glifosato, N-(fosfonometil) glicina, € um herbicidgéstémico pds-emergente e com
grande eficiéncia na remoc¢édo de ervas daninhas,b@xo custo, que é refletida em sua
ampla aplicacdo. H& evidéncias de efeitos delstéabre o0 meio ambiente apds seu uso
prolongado. Portanto, o objetivo deste estudo &sedvolver uma metodologia adequada
para a determinacdo de glifosato em amostras de @#gdizando a técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia ou “HPLC”; termo usaduo eglés. O método proposto descreve
uma alternativa eficiente para a determinacéo iflesgto em amostras de agua, eliminando
as etapas de extracdo e clean-up. Aléem disso, odmgtroposto demonstrou ser seletivo,
com boa linearidade, reprodutibilidade e robustez.

Palavras-chave injecao direta, amostras ambientais de agua, GIBY”

Abstract

Glyphosate, N-(phosphonomethyl)glycine, is a systdmerbicide and post-emergent
with great efficiency in the removal of weeds, teatg low cost, which is reflected on its
wide application. There is evidence of deleteri@ifects on the environment after its
prolonged use. Therefore, the aim of this study wwagevelop an adequate methodology for
the determination of glyphosate in water samplesgushe technique of “HPLC”. The
proposed method describes an efficient alterndivethe determination of glyphosate in
water samples by eliminating the steps of extraciad clean-up. Moreover, the proposed
method proved to be selective, with good lineargypeatability and robustness.

Key words: direct injection, water environmental samplesPitC/UV”
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Introducao

O glifosato, N-(fosfonometil)-glicina, (GLI), é uimerbicida ndo seletivo, sistémico,
pés-emergente com grande eficiéncia na eliminagdalahtas invasoras, apresentando baixa
toxicidade aos que o manipulam. De modo geral, agpeas plantas geneticamente alteradas,
com alta resisténcia, apresentam seletividade alp @ile atualmente é o herbicida mais
utilizado no mundo, representando cerca de 60 %otkl de herbicidas ndo seletivos
comercializados (ABREU, et al., 2008).

O GLI é classificado como uma glicina substituidacdrater polar que possui formula
molecular GHgNOsP (MM = 169,1g mot) e, na forma de sal de isopropilaménio, apresenta-
se com a adic&o do grupo (QFCHNHs" (MM = 228,2 g mol). Nas condigbes ambientes,
tanto o glifosato, quanto seus sais sdo soélidatatinos muito sollveis em agua e quase
insolUveis em solventes organicos (TONI, et al0&0

O modo primario de acédo do GLI é a inibicdo competida 5-enolpiruvilchiquimato-
3-fosfato sintase, que interfere na producdo den@cidos e outros compostos aromaticos
em plantas, as quais, quando tratadas com aquddciia, ndo conseguem produzir 0s
aminodacidos necessarios para sua sobrevivéncia80a1 al., 2006)

O GLI apresenta relativamente baixo custo e exteleficiéncia agronémica; o que
implica na grande aplicacdo desse herbicida. Quapticado no solo, parte desse herbicida
pode ser lixiviado e, assim, atingir ambientes H00&

O GLI também pode atingir os corpos d"agua pocagéio direta, quando do combate
a plantas invasoras aquaticas.

Assim, os cuidados relacionados a possibilidadeattaminacdo do ambiente com
esta molécula devem ser estudados cautelosamengeiepga ha evidéncia de efeitos
deletérios no ambiente apds seu uso prolongadpgéua formulacdo mais comercializada
no pais possui um surfactante com acéo irritamaatelégica (TEOFILO, 2003).

O acido aminometilfosfonico (AMPA) é o seu prindigaoduto de degradacao
(Figura 1).
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Figura 1: Estrutura quimica da molécula de glifosato: N-@osimetil)-glicina e do acido
aminometilfosfonico (AMPA); (AMARANTE JUNIOR, et al2002 A).

Embora tenha baixa toxicidade, suaspé& de 8300 mg k§ é muito mais persistente
qgue o GLI. No ambiente, a presenca de AMPA é uncatido da aplicacdo de GLI. Portanto,
torna-se necessario o desenvolvimento de métodextdacdo e de determinacdo para sua
correta quantificagéo.

Dentre os métodos de determinacdo e quantificagd®dLd encontrados na literatura,
a determinacdo por cromatografia liquida € a maipregada, sendo os detectores mais
utilizados para esse tipo de analise os de UVrdkagncia, colorimetria e por espectrometria
de massas.

Além da cromatografia liquida, o GLI pode ser deieado por cromatografia gasosa.
Para essa técnica cromatografica, faz-se necess&iapa preliminar de derivatizacdo da
molécula de GLI.

Apesar do glifosato ndo ser persistente, o conletion detalhado sobre a sua
biodegradacdo em solos brasileiros é relativameeg@eno. Além disso, o aparecimento da
soja transgénica, resistente ao glifosato, tem atade a preocupacdo ambiental devido,
principalmente, a maior dosagem na aplicacdo ddidiea nos campos cultivados
(ARAUJO, 2002).

Em paralelo as técnicas cromatograficas, existetma®uécnicas que vém sendo
desenvolvidas tais como: Ressonancia Magnética elduclde P-31 (RMN 31P),
Espectrofotometria, Polarografia e Eletroforeseil@aprais técnicas, ainda pouco utilizadas,
foram descritas por Amarante Junior e colaborad@®BARANTE JUNIOR, et al., 2002 A).

A determinacgédo de GLI por cromatografia necesstadhptacées que permitam sua
deteccdo. Tais adaptacdes incluem basicamenteesealg® derivatizacdo ou alteracdo de

alguma propriedade fisica que possa ser relacichag@antidade de GLI na amostra. Alguns
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métodos utilizados, no entanto, apresentam o irmuante do grande volume de descarte de
solvente, que além do elevado custo, ainda caaddepnas ao meio ambiente. Alguns destes
solventes como triclorometano, diclorometano e tlggdo de aminas em hexano foram
utilizados na fase de extragdo demonstrados porraate Junior e colaboradores num
trabalho de revisédo publicado em 2002.

Devido a sua elevada polaridade e baixa volatibgdaml herbicida GLI pode ser
determinado por cromatografia liquida de alta éficia. Alguns autores consideram esse tipo
de analise inapropriada, ja que o herbicida nasy@gentes croméforos em sua molécula,
tornando-se necessario, portanto, o uso de rea@eterivatizacdo, geralmente em pos-
coluna. A literatura reporta um meétodo robusto essel por “HPLC” (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia) para determinacéo dioghto em aguas e em plantas usando uma
derivatizacdo pés-coluna (CORREA; ZUIN, 2009).

O glifosato possui um comportamento zwiteridnice gude ser visto na Figura 2.
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Figura 2: Dissociacao do glifosato de acordo com seu corap@hto zwitteridnico
(AMARANTE JUNIOR et al., 2002 B).

Os valores de pK encontrados na literatura paréfasgto sédo: pK1 = 0,8; pK2 =
2,16; pK3 = 5,46; pK4 = 10,14 (AMARANTE JUNIOR dt,&2002 B).
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E possivel a utilizacdo do sistema “HPLC”/UV pasteiminacdo de GLI em aguas
sem uma etapa prévia de derivatizacdo da moléduketapa de derivatizacdo aumenta a
demanda de tempo e reagentes, aumentando, consaqeaste, o custo das analises.

A minimizacdo do uso de solventes, com reducaoedacgo de residuos condiz com
0s conceitos da Quimica Verde. Essa filosofia \dsariacdo, ao desenvolvimento e a
aplicacdo de produtos e processos quimicos pateireol eliminar o uso e a geracao de
substancias nocivas a saude humana e ao ambient#oz@ principios da Quimica Verde
podem ser sintetizados por: (1) prevencdo; (2) @odém de atomos; (3) reacdes com
compostos de menor toxicidade; (4) desenvolviméet@ompostos seguros; (5) diminuigéo
do uso de solventes e auxiliares; (6) eficiéncergética; (7) uso de substancias renovaveis;
(8) evitar a formacdo de derivados; (9) catalisH)) (desenvolvimento de compostos
degradaveis; (11) analise em tempo real para pgéoetta poluicéo; (12) quimica segura para
prevencao de acidentes (CORREA; ZUIN, 2009).

Nesse sentido, 0 objetivo deste trabalho foi deslear uma metodologia analitica
verde, que fosse ambientalmente correta, parandietgdo de GLI em amostras ambientais
de agua, de maneira simples e robusta, eliminan@btapas de extracdo e “clean-up” através
da injecao direta das amostras em “HPLC”. A metogial aqui proposta apresentou um bom
limite de deteccdo e quantificacdo, tornando desss&cia uma prévia derivatizacao

especifica.

Parte Experimental

O padrdo GLI, N-(fosfonometil) glicina (99,7%) faidquirido da Sigma-Aldrich,
Catalogo: 45521, lote: 8014X, validade: 14/10/2015.

Foi preparada uma solucdo padrdo estoque de 100 he glifosato em agua
purificada pelo sistema milli-Q. A partir dessaugdlo estoque foram feitas as devidas
diluicBes para 500 pg1, 300 ug [*, 150 pg [, 75 ug [* e 50 ug .

As amostras de agua foram coletadas no Rio Mohjp]iRibeirdo do Feijao e Jacaré
Guacu na cidade de S&o Carlos - SP. E importarfiggizan a presenca de interferentes na
amostra em decorréncia da contaminacéo do rio esteade de esgoto.
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No momento da coleta, foram determinados os paréméico-quimicos da agua
tais como: pH, temperatura, cor e turbidez por numouso de pHmetro, termdmetro e
turbidimetro.

Na Tabela 1, sdo apresentados os valores dos gararfisico-quimicos das amostras
de agua.

Tabela 1:Valores dos parametros fisico-quimicos da amogr@gua do Ribeirdo do

Feijao (pontos de 1 a 6) e do Rio Jacaré-Guacudgpaha 9).

Carbono )
Pontos de Temperatura Cor | Turbidez
Total pH o
amostragem L (9 (uH) (NTU)
(mg L™)
1 12,24 6,53 15 161 20,4
2 10,13 6,13 14 108 8,09
3 20,36 5,81 15 130 9,71
4 12,35 6,33 15 179 16,5
5 11,23 6,34 16 147 13,5
6 15,44 5,98 17 139 19,2
7 17,20 6,72 16 142 16,3
8 17,17 6,91 17 173 194
9 22,81 5,84 15 151 9,07

Amostragem e preparo de amostras

As amostras de agua foram coletadas em frascosrameba L, transportadas em
caixas de isopor com gelo até sua chegada ao tdborande foramarmazenadas em
geladeira a 4C. Foram filtradas em papel de filtro comum e ditidilas com acido fosférico
85% até pH 2,0. As determinacdes ocorreram em atidadbapos as coletas. A seguir, as

amostras foram filtradas novamente, agora em filé&rgeringa, com membrana de 0,45 um.
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Condicbes cromatograficas

As amostras de agua, preparadas conforme desoritem anterior, foram injetadas
diretamente no “HPLC” sem a etapa de extragaoeafcLp”.

Para a construcdo das curvas analiticas, utilizon+s1étodo de padronizacdo externa
em ordem crescente de concentracéo de solucdo ldé@jig LY, 75 pg L, 150 pg L, 300
ng L' e 500 pg I, respectivamente.

Cada amostra foi injetada 5 vezes, obtendo-senassi desvio padrdo desejavel das

injecoes.
Equipamento

As determinacgdes foram realizadas em um “HPLC” rieod€-10AVP equipado com
detector de UV-Vis SPD-10VP da Shimadzu.

A fase movel utilizada foi um tampao preparado deaf,68 g de KkEPO, com
adicdo de BPO, (85%) até pH=2, completando o volume para um ldeo agua ultra-
purificada (Milli-Q) em sistema isocréatico de efiiccom uma vazado de 2,3 mL fin

Devido a sua alta polaridade e por ndo ser umacmalé&olatil, GLI foi determinado
por “HPLC” com coluna de troca anibnica, Parti$ SAX com 25 cm de comprimento por
4,6 mm de diametro interno.

A temperatura da coluna foi mantida a 25 °C erogrimento de onda de detecgao em

195 nm. O volume de injecdo permaneceu constan@0gmt..
Resultados e Discusséo

Devido a sua alta polaridade e por ndo ser umacmaléolatil, o GLI é analisado
pelo método proposto em Cromatografia Liquida d&a Aficiéncia com deteccdo de UV-
visivel, “HPLC”-UV-Vis. Alguns autores considerarase tipo de analise inapropriada, ja que
o herbicida néo possui agentes cromoforos em silgcuoia, tornando-se necessario, portanto,
0 uso de reacdes de derivatizacdo, geralmente sraghdna. No entanto, a deteccao por UV-
vis pode ser eficiente com o uso de uma colunaoda i6nica, ja que a molécula do glifosato

apresenta 4 grupos ionizaveis que podem estarrme fprotonada ou dissociada de acordo
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com valor do pH do meio. Tal fato ja foi demonstrgdr Audino e colaboradores (1983) que
desenvolveram uma metodologia por “HPLC” com coldeatroca anionica e fase movel
composta por 4gua e metanol (96+4) usando 0,0062.thde KHPQ, e pH ajustado para
1,9 com HPO, 85% e a detecgcdo com comprimento de onda fixo®min com detector de
UV (AUDINO, et al., 1983).

Um meétodo por cromatografia liquida para a detesgéio de glifosato foi testado por
28 laboratorios. As amostras foram dissolvidas pama fase mével anteriormente descrita,
mas sem o uso do acido fosférico até pH= 1,9 (M@&RL.ITOMKINS, 1997).

Assim, € possivel a utilizagdo do sistema “HPLC”/pafra andlise de glifosato em
aguas tornando-se desnecessario uma prévia desig@b da molécula, que gera problemas
em demanda de tempo e alto custo em analises.

Para escolha do melhor comprimento de onda de @wsalo analito, registrou-se o
espectro de uma solucdo padrdo aquosa de glifé€fxqug L' diluida em agua, em um

espectrofotdmetro UV-Vis-JASCO V-630. A Figura 3egenta esse espectro.

180 300 500

400
Wavelength [nm]

tampao
glifosato

Figura 3: Espectro de absorcéo de luz UV/Vis para o glifpsat estudo (500 pgi).

Além das vantagens ja apontadas pelo método agpogto, € importante enfatizar
que a fase movel utilizada no sistema cromatograficma solucdo aquosa que ndo oferece
efeitos deletérios ao ambiente. Esse fator deviegado em consideracao, ja que evitamos o
uso de solventes orgéanicos que além do inconvengmidescarte sdo geralmente toxicos e

causam problemas ambientais.
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Avaliagdo do metodo

A seletividade do método foi avaliada pela adicdcubstancia padrdo a matriz, nesse
caso agua. Nenhum interferente eluiu no mesmo tetepetencéo do glifosato.
A determinacdo cromatografica por “HPLC"/UV apresenboa seletividade, como

pode ser observado na Figura 4.
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Figura 4: Cromatograma da amostra de 4gua do Rio Monjofiatificada com 75 pg t de
GLI (a) eda solucao padrao (b).
Vale salientar que na Figura 4a é apresentado amatograma de uma amostra real
do Rio Monjolinho.
No branco do método, néo foi identificado nenhuwgo pinterferente proveniente da
fase moével, ou das amostras de agua que podemircoah 0 composto de interesse. Na

figura 5 apresenta-se o cromatograma do branco.
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Figura 5: Cromatograma do branco de um amostra de agua.

O método utilizado apresentou-se linear com caeftels de correlagé@o significativos
dentro da faixa de concentracdo de 50 a 500ug L

Os coeficientes de correlagéo (r) e determinad@edfculados para esta curva foram:
r = 0,9982835 e’ 0,99657, respectivamente.

Os valores de LD e LQ, relativos ao equipamentocoaslicdes analiticas utilizadas
foram 3,3 e 10 ugt, respectivamente (IUPAC, 1998). J4 os valorese LQ, relativos ao
método foram, respectivamente, de 9,93 e 30,1 jlgldso indica que o método esta
adequado para detectar e quantificar o herbicidhaxrwos niveis de concentracdo, mesmo em
concentracdes abaixo do valor maximo permitido @draem agua potavel, que é 500 g L
e em &guas naturais de classe 1 e classe 3, 6%y [* e 280 ug [}, respectivamente
(MINISTERIO DA SAUDE, 2004) ; (CONSELHO NACIONAL DQMEIO AMBENTE,
2005).

A recuperacdo variou de 84 a 95 % para o GLI, setwsiderados resultados
excelentes, visto que se encontram na faixa deeeagado, entre 70-120%, aceita pela EPA
(2008). O meétodo apresentou boas recuperacdes, aneem a amostra de agua real
apresentando interferentes como mostrado na Hgura

Além disso, observa-se pela Tabela 2 que o métagwegjado possui boa precisao, ja
que o coeficiente de variagcdo porcentual (C.V.pférior a 20 % em todos os niveis de

fortificacao.
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Tabela 2: Eficiéncia da recuperacéo obtida para GLI

Nivel de Fortificacdo (ug L% Recuperacédo (%) | C.V. (%)

50 86,0 18,6
300 103,66 4,18
500 114,8 2,43

A recuperacdo dos niveis de fortificacdo foi caldal por comparacdo a partir da
injecdo em triplicata da solucdo padrdo diluidadgma de 500 pgtde glifosato. Outras
solucbes padréo preparadas com a mesma solucgoeskituida em agua nas concentracoes
de 50, 300 e 500 pg'ide glifosato foram determinados por “HPLC"/UV. Setalores de
area foram comparados com os valores de area dgasolstoque para o calculo da
recuperacao.

De acordo com o INMETRO, a robustez de um métoddenaesensibilidade que este
apresenta frente a pequenas variacbes. Em “HPLQYbastez pode ser avaliada, por
exemplo, variando-se o contetdo de um solventenargaNeste caso, para a avaliacdo da
robustez, utilizou-se metanol na fase mével eB¥at opH da fase mével em 0,1 unidades de
pH, a temperatura da coluna em ¥&e o comprimento de onda de deteccdo em + 2 %. Se
estas mudancas estiverem dentro dos limites dedémaiprecisdo e seletividade aceitaveis,
entdo o método possui robustez (RIBANI, et al, 2004

Para tanto, foram realizados testes com a adi¢doetienol até 20 mL no preparo de
uma solucdo tampéao fosfato de 1 L. O pH foi alterach ordem crescente de 1,9 até 2,1. A
temperatura da coluna foi modificada progressivaenda 20C a 30°C e o comprimento de
onda de detecgdo manteve-se fixo em 191 nm e depoid99 nm. As modificagdes dos
parametros estudados em cromatografia foram awsliadb condi¢cées variadas, tais como
mudanca de operador e analises em dias difereMesmo com estas alteracbes, 0s
resultados mostraram-se dentro dos limites acestales precisdo, exatiddo e seletividade, o

gue atesta a robustez do método.
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A figura 6 mostra o cromatograma sem a variacdseam parametros.
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Figura 6: Cromatograma de 55 pg-lde GLI sob as condi¢des descritas no item

Equipamento.

J& a figura 7 apresenta o cromatograma com a @ariagdxima dos parametros

citados anteriormente.

.»—-\\
Retertion Ti
. ertion |rn=v__J "\__,_\[ -\____‘__ ﬁ

0,000 4 Lojgoo

i 6 530
b

B ]
ERRER f-0o0e 2

0,004 3 b-opos

Mikntas

Figura 7: Cromatograma de 73 pg'lLde GLI sujeito a grandes modificacdes em seus
parametros.

Assim, os resultados gerados das medi¢bes do ajlifoefetuadas sob condicbes
variadas (mudanca de operador e analises realizsdatias diferentes) ndo foram afetados
por modificacbes pequenas e deliberadas em seus @@os.

Além da robustez, a repetitividade que represertanaordancia entre os resultados
de medicdes sucessivas de um mesmo método, efetsadaas mesmas condi¢cdes; mesmo
procedimento; mesmo local; repeticdes em curtavate de tempo, foi testada apresentando
resultados satisfatorios.

Os residuos gerados, metanol para limpeza da cochomaatografica e a fase movel
KH,POJ/H3PQ,, foram encaminhados ao Laboratorio de ResiduomiQos para tratamento
adequad¢ALBERGUINI, et al., 2005).
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Conclusobes

A grande utilizacdo de glifosato pode levar a efeieletérios no ambiente apds seu
uso prolongado. Portanto, torna-se necessario dasen metodologia adequada para sua
determinacdo. Nesse contexto, 0 método proposto lpddoratério de Quimica Ambiental
descreve uma alternativa eficaz para a determinde&glifosato em aguas a partir de uma
metodologia analitica verde, ambientalmente carrétssim, no meétodo ora proposto,
contemplaram-se diretamente os principios 3, 8,510 da Quimica Verde.

Um método cromatografico pode ser considerado tolsgsele continua apresentando
resultados aceitaveis quando séo feitas pequenasdes na composicao da fase mével, pH,
concentracdo do tampdao, na temperatura da colmmacemprimento de onda de deteccéo.
Neste caso, foram realizadas as alteragbes nadveiricitadas e o método continuou
apresentando uma robustez satisfatéria.

O método proposto para determinacdo de GLI em agoatou-se bastante eficiente,
com boa linearidade, precisao, reprodutibilidadepetibilidade, ja que os testes referentes a
validacdo analitica como seletividade, fortificachoearidade e robustez foram realizados
com amostras reais.

Os valores de LD e LQ, relativos ao método foraspectivamente, de 9,93 e 30,1 ug
L. Isso indica que o método esta adequado parataleeequantificar o herbicida em baixos
niveis de concentragao.

O presente trabalho sugere a determinagéo deajlifesn aguas eliminando as etapas
de extracdo e clean-up, que geralmente sdo muitosas devido ao uso de grandes
guantidades de solventes organicos nas mais varfad@as de extracdo. Outra vantagem
deste método foi o uso de um tampéo fosfato come fadvel utilizada nas condi¢cdes
cromatograficas que apds um simples tratamento gadiacilmente descartado, ao contrario
da maioria dos solventes organicos que devido dosticidade podem causar danos a saude

humana e ao ambiente.
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