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“...N&o esqueca filho, que uma rosa ndo é uma rosa. Uma rosa é uma manha...uma
mulher...um canto de flor. Uma rosa € invencédo sua. Vocé |lhe da sentido. Vocé o faz
bonito. Vocé o cobre de cores. Um brinquedo... o que € um brinquedo? Uma ou trés
partes de plastico...de lata? Uma matéria fria, sem alegria, sem histéria? Mas néo é
isso, ndo é filho?...porque vocé lhe da vida. Vocé faz ele voar...viajar. Vamos filho, sabe
gue lugar é este? Um lugar de sonhos. Uma casa de brinquedos. Vamos entrar?”

Toquinho e Fernando Faro

(Abertura do disco “Casa de Brinquedos” Toquinho, 1983)






Resumo

MENDONCA, C. F. R. Determinacdo de Glifosato e AMPA nas Aguas
Superficiais da Bacia do Parané 3. 2018. 126p. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto
de Quimica, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Araraquara,
2018.

Atualmente, o glifosato € o herbicida de maior uso para o controle de ervas
daninhas, sendo muito utilizado em culturas resistentes, como as culturas de soja
e milho. O glifosato é aplicado diretamente sobre a folhagem das plantas, porém
uma parte acaba indo para o solo. Do solo, tanto o glifosato quanto seu metabdlito,
acido aminometilfosfénico (AMPA) podem ser lixiviados para aguas superficiais ou
subterraneas. Por conta disto, tém se gerado preocupacfes quanto ao seu
potencial toxico. A presente dissertacdo teve como objetivo avaliar a contaminacao
com glifosato e AMPA das aguas superficiais de microbacias situadas na Bacia do
Parana 3 (Parana-BR). Selecionou-se microbacias situadas proximas a regides
com plantios de soja e milho, assim como o periodo de coleta das amostras foi
escolhido dentro do época de plantio destas culturas. Estudou-se dois métodos de
preparo das amostras de agua: reacdo de derivatizacdo com cloroformiato de 9-
fluorenilmetila (FMOC-CI) seguida de extracdo e pré-concentracdo dos analitos
com extracdo em fase sélida (SPE) utilizando cartuchos Cis; pré-concentracédo dos
analitos por liofilizacdo seguida de reacao de derivatizagdo com FMOC-CI. Para a
determinacdo de glifosato e AMPA empregou-se cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) com detector de fluorescéncia. Os resultados demonstraram que
a liofilizacdo apresenta maior eficiéncia no preparo das amostras. Apds a escolha
do método de preparo realizou-se sua avaliacdo de desempenho pelos parametros
de repetitividade, seletividade, linearidade, limite de deteccdo de quantificacao,
sensibilidade e estabilidade. Os resultados demonstraram concentragdes na faixa
de 0,31 a 8,13, ug L1 de glifosato, estando abaixo da concentracdo maxima
permitida pelas resolucdes brasileiras: 65 pug L' para dguas doces classe Il
(CONAMA 357/05) e 500 pg L para aguas de consumo (MS 2914/11); com
excecao de uma amostra coletada em periodo chuvoso, apresentando glifosato na

concentragéo de 65 ug Lt. O metabdlito AMPA foi encontrado na faixa de 0,32 —
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14,78 ug L1, estando abaixo da concentracdo maxima permitida pela resolucédo MS
2914/11: 500 ug L.

Paravas-chave: glifosato, AMPA, Bacia do Parané 3.



Abstract

MENDONCA, C. F. R. Determinacdo de glifosato e AMPA nas &guas
superficiais da Bacia do Parana 3. 2018. 126p. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto
de Quimica, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Araraquara,
2018.

Today, glyphosate is the herbicide of greatest consumption for the control of
weeds, widely used in resistant crops such as soybean and corn. Glyphosate is
applied directly to the foliage of plants, but part of it ends up going to the soil. From
the soil, both glyphosate and its metabolite, aminomethylphosphonic acid (AMPA)
can be carried to surface water or underground water. Because of this, concerns
have been raised about its toxic potential. In this dissertation, the objective is to
evaluate the contamination of surface waters of watersheds located in the Parana
Basin 3 (Parana-BR) with glyphosate and AMPA. Microbasin located near regions
with soybean and corn plantations were chosen, as well as the period of sampling
was chosen within the time of planting of these crops. Two methods of preparation
of the water samples were studied: 9-Fluorenylmethyl chloroformate (FMOC-CI)
derivatization reaction and extraction and pre-concentration of analytes with solid
phase extraction (SPE) using Cis cartridges; pre-concentration of the analytes with
lyophilization followed by derivatization reaction with FMOC-CI. High performance
liquid chromatography (HPLC) with fluorescence detector was used for glyphosate
and AMPA analysis. The results showed that lyophilization has a better performance
in the preparation of the samples. After the choice of the preparation method, its
performance evaluation was performed based on evaluation of repeatability,
selectivity, linearity, sensitivity and stability were evaluated. The results showed
concentrations in the range of 0.31 to 8.13, ug L of glyphosate, being below the
maximum concentration allowed by the Brazilian resolutions: 65 ug L for Class Il
(CONAMA 357/05) and 500 ug L for drinking water (MS 2914/11); with the
exception of a sample collected in the rainy season, presenting glyphosate at the
concentration of 65 ug L't. The AMPA metabolite was found in the range of 0.32 -
14.78 ug L, being below the maximum concentration allowed by resolution MS
2914/11: 500 ug L2,

Keyword: glyphosate, AMPA, Parana Basin 3.
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1. Introducéo

Plantas daninhas dificultam a colheita e reduzem a produtividade de diversas
culturas agricolas. O aumento expressivo do controle quimico de plantas daninhas
tem gerado preocupacoes devido aos possiveis impactos ao meio ambiente e a
saude. Os produtos quimicos utilizados para sua eliminacdo sdo denominados
herbicidas, e entre os mais variados tipos disponiveis no mercado 0s mais
empregados sao a base de glifosato (AMARANTE, 2002).

O glifosato é um herbicida p6s emergente, podendo ser aplicado apés o
surgimento das ervas daninhas no solo. Em culturas resistentes, como soja e milho,
pode ser utilizado para a dessecacdo das plantas daninhas também apdés o plantio.
Sua caracteristica pés emergente reduz a mao de obra e permite um aumento na
produtividade de diversas colheitas (GAZZIERO, ADEGAS, & VOLL, 2007). Sua
atuacao sistémica nao-seletiva permite um largo espectro de atividades, eliminando
diversos tipos de ervas daninhas, mas também ocasionando a destruicdo de
ambientes naturais e de fontes de alimentos para passaros e mamiferos, levando
entdo a reducdo dessas populacdes e, consequentemente, gerando impactos
ambientais (AMARANTE, 2002).

Atualmente, o herbicida glifosato é mundialmente conhecido pelo nome
comercial Roundup®, fabricado pela Monsanto. A empresa divulga que o glifosato
nado € considerado uma ameaca contaminante para agua, pois em contato com o
solo ou sedimento a molécula fica adsorvida, sendo entéo facilmente biodegradada
(Company, 1992). O principal metabdlito do glifosato € o acido aminometilfosfénico

(AMPA), degradado por bactérias do solo (Figura 1).

QO 4, o0 0
B N\/lk > Ho— P~ _-NH2
HO™ | > OH l
OH OH
Agrobacterium radiobacter
Glifosato ou Enterobacter aeroneges ~ AMPA

Figural. Biodegradagéao de glifosato em AMPA no solo
Fonte: AMARANTE, O. P. et al. 2002
A meia-vida do glifosato no solo € apresentada com diferentes tempos por
diversos autores, sendo estimada de 1 més a 240 dias (TONI, SANTANA, & ZAIA,
2006) (WAUCHOPE, 1992) (GIESY, DOBSON, & SOLOMON, 2000) (VEIGA,

2001). Esta discrepancia, provavelmente, é decorrente das diferentes
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caracteristicas dos solos. No solo os mecanismos de adsor¢do mais comuns séo a
troca de ligantes com os oxidos de ferro e aluminio e as liga¢cdes de hidrogénio
formadas entre o glifosato e as substancias hiumicas (FENG & THOMPSON, 1990).
Grande parte do glifosato € adsorvido por ligar-se a silicatos, 6xidos, materiais ndo
cristalinos ou matéria organica’. Em solos contendo teores elevados de matéria
organica e argila, sua adsorcao ocorre muito mais rapidamente que a degradacéo
microbioldgica, sendo que a perda da atividade herbicida € devida, principalmente,
a formacéo de complexos metalicos (COUTINHO & MAZO, 2005).

O glifosato e 0 AMPA apresentam baixa mobilidade no solo, porém podem
ser transportados por solutos ou cotransportados (ligados) aos coldides do solo.
Tanto as formas dissolvidas como as particuladas podem ser movidas pela
lixiviacdo através do solo e pelo escoamento terrestre (escoamento superficial)
(BORGGAARD & GIMSING, 2008). O tempo de meia-vida do glifosato em agua é
mais curto que sua persisténcia em solo, com valores médios de 7 a 21 dias
(GIESY, DOBSON, & SOLOMON, 2000) (PATERSON, 2004).

Diversos estudos sobre o efeito do glifosato a saude foram realizados por
agéncias governamentais, por académicos independentes ou por cientistas em
nome de grandes empresas comercializadoras de glifosato. Obviamente, estes
estudos apresentam resultados conflitantes. Em 2015, a Agéncia Internacional do
Cancer (IARC) publicou um relatério evidenciando efeitos carcinogénicos em
animais e provavel efeito carcinogénico em humanos pelo glifosato (IARC, 2015).
A Agéncia de Protegao Ambiental dos Estados Unidos realizou uma grande reviséo
bibliografica na tentativa de avaliar o potencial carcinogénico do glifosato. Foram
avaliados 23 estudos epidemioldgicos, 15 estudos de carcinogenicidade animal e
quase 90 estudos de genotoxicidade para o glifosato. A revisdo indicou que o0s
dados disponiveis até 0 momento ndo permitem classificar glifosato como potencial
carcinogénico em animais e em humanos (EPA, 2016).

Geralmente os herbicidas a base de glifosato possuem de 36 a 48% de
glifosato em sua formulacdo. Altos volumes de coadjuvantes (também chamados
de surfactantes) sdo usados concomitantemente, e assim grandes quantidades
destes (ou seus produtos de degradacdo) podem ser encontrados no meio

ambiente. As formulagdes comerciais podem causar danos prejudiciais maiores do
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gue o uso do glifosato sozinho. Diversos estudos negligenciam a toxicidade da
formulacédo comercial do glifosato (MESNAGE, 2015).

No Brasil, duas normativas estabelecem concentracdes maximas permitidas
para glifosato e AMPA em amostras de agua: para aguas doces superficiais de
classes | e Il, a Resolugdo CONAMA 357 de 17/03/2005 estabelece quantidade
permitida de glifosato de até 65,0 ug Lt (CONAMA, 2005), enquanto a Portaria do
Ministério da Saude N° 2914 de 12/12/2011 determina que o valor maximo de
glifosato e AMPA em aguas usadas para abastecimento ndo deve ultrapassar 500,0
ug L1 (PORTARIA, 2011).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, em seu regulamento
para a qualidade da agua potavel, determina que glifosato ndo pode ser encontrado
em concentracdes acima de 700,0 ug L* em aguas para consumo (NPDWR,
2017). No Canad4, o valor permitido ndo deve ultrapassar 280 ug L para agua
potavel (CCME, 2012), enquanto que para aguas utilizadas para a protecéo da vida
aquatica o valor maximo permitido é de 65 pg L* (EBP, 2015). Valores ainda
menores sao encontrados nas diretrizes da Unido Europeia, com limites de 0,1 ug
L para o glifosato em agua potavel (98/83/CE).

Atualmente, o Brasil € o maior consumidor de agrotoxicos do mundo
(Pesticide, 2011) e o segundo maior produtor de soja, cultura na qual predomina o
uso do glifosato. Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento, o
estado do Paran& é o segundo maior produtor de soja do pais, perdendo apenas
para o estado do Mato Grosso (CONAB, 2017). A regido da Bacia do Parana 3 tem
um alto volume no consumo de agrotéxicos, acima da média anual do Parana. A
bacia apresenta, em usos rurais, potencial de contaminac¢ao por run-off agricola, ou
seja, contaminacao por escoamento superficial (SEMA, 2010). Desta forma, torna-
se de grande relevancia o estudo da contaminacdo das dguas da Bacia com o

herbicida glifosato.

2. Reviséo bibliografica
2.1.0 herbicida glifosato

Desde o inicio da agricultura e da pecuéaria, as plantas daninhas infestam

espontaneamente as areas de ocupac¢ado humana e agricola, sendo consideradas


http://www.saskh2o.ca/pdf/epb356.pdf..Valores
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plantas pioneiras, tendo a fungcédo de criar habitats adequados ao inicio de uma
sucessao de populacdes, com o restabelecimento da vegetacédo original (GALLI &
MONTEZUMA, 2005).

Na primeira metade do século XX, a mecanizacdo agricola foi a grande
alternativa para o controle das plantas daninhas, os quais eram eficientes nas mais
diversas situacfGes da agricultura mundial. Contudo, apds a segunda metade do
século, houve 0 aumento expressivo do controle quimico com o desenvolvimento
da industria de herbicidas. Nesse periodo, grande numero de produtos de
diferentes classes quimicas e modos de acao foram liberados no mercado (GALLI
& MONTEZUMA, 2005).

A primeira sintese da molécula de glifosato foi feita por Henri Martin,
farmacéutico de uma pequena empresa na suica, mas ndo foi testada ou pelo
menos patenteada para seu uso como herbicida. John E. Franz, da empresa
Monsanto, foi o primeiro a testar o glifosato como herbicida em 1970, patenteando
a molécula como herbicida alguns anos depois (E., K., & A, 1997). O uso do
glifosato se ampliou em varias culturas, desde a sua instalacao (pré-plantio) até a
fase produtiva, se mostrando vantajoso em relacdo a varios métodos de controle
de plantas daninhas. Aspectos relacionados a toxicologia, ecotoxicologia, facilidade
de manuseio, eficacia de controle, ganhos de produtividade etc, tornaram o produto
lider mundial no controle de plantas daninhas (GALLI & MONTEZUMA, 2005).
Atualmente, é o herbicida de maior participacdo no mercado mundial, com mais de
150 marcas comerciais e comercializado em mais de 119 paises, com registro para
mais de uma centena de culturas (AMARANTE, 2002).

Sua absorcéao ocorre lentamente pela folhagem das plantas daninhas, sendo
necessario um periodo de 6h sem chuvas apds a aplicacdo para uma atuacéo
adequada. As plantas tratadas com glifosato morrem lentamente, em poucos dias
ou semanas e, devido ao transporte por todo o sistema, nenhuma parte da planta
sobrevive, aparecendo 0s sintomas de injuria a partir do terceiro dia apdés o
tratamento, incluindo: nanismo, amarelecimento da folhagem e morte lenta da
planta (AMARANTE, 2002).

A molécula de glifosato, N-(fosfonometil)-glicina (Figura 2), pertence ao

grupo quimico dos inibidores da sintese de aminoéacidos.
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Figura 2. Molécula do herbicida glifosato.
Fonte: Autoria do proprio autor.

Apoés sua absorcdo pelas plantas, o glifosato é translocado, seguindo a
mesma rota dos produtos da fotossintese (acucares) (YAMADA & CASTRO, 2007),
dos pontos de aplicacdo situados nas folhas até drenos distantes, atuando na
inibicdo da atividade da enzima plastidica 5-enolpiruvil-chiguimato-3-fosfato-sintase
(EPSPs), responsavel pela transferéncia do fosfato piruvato (PEP) ao chiquimato-
3-fosfato (S3P) para a formacdo dos produtos 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato
(EPSP) e fosfato inorgéanico (Pi), impossibilitando a transferéncia do PEP para o
S3P (Figura 3) (SCHONBRUNN, 2001), evitando, assim, a sintese de trés
aminoacidos essenciais das plantas — triptofano, fenilalanina e tirosina. Outros
processos também sdo influenciados, como a inibicdo da sintese de clordfila,
estimulacdo da producédo de etileno, reducao da sintese de proteinas e elevacéo
da concentracéo do acido indolacético (horménio responsavel pelo crescimento das
plantas) (YAMADA & CASTRO, 2007).

PEP
celey )CH[ coo"
204P0O Ccoo" Pi )Ct
204PO OH ~ 20,PO o coo
enzima EPSPs
OH OH
Shiquimato-3-fosfato S-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato
(S3P) (EPSP)

Figura 3. Rota do chiquimato das plantas, a qual é inibida pelo glifosato,

acarretando deficiéncia na biossintese de compostos essenciais.

Fonte: SCHONBRUNN, E. et al. 2001.
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A rota do chiquimato é ausente em animais, mas é fundamental no
metabolismo de plantas, fungos e bactérias para biossintese dos aminoacidos
aromaticos essenciais (HINCHEE, 1993).

2.2.Glifosato nas culturas de soja

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma das mais importantes culturas na
economia mundial. Seus grdos sdo muito usados pela agroindustria (producéo de
Oleo vegetal e racBes para alimentacdo animal), industria quimica e de alimentos.
Recentemente, vem crescendo também o uso como fonte alternativa de
biocombustivel (COSTA NETO, 2000).

A introducdo da soja geneticamente modificada resistente ao glifosato
(GMRR) no Brasil facilitou o uso do plantio direto. Cerca de 50% da area plantada
com culturas anuais utilizam este sistema (ZADINELLO, 2012), substituindo o
manejo do solo com maquinarias, 0s quais, ndo sendo seletivos, levavam as
plantas daninhas a desenvolver inUmeros e complexos mecanismos de dorméncia
de suas estruturas reprodutivas, resisténcia aos decompositores e predadores do
solo, grande descontinuidade na germinacao e capacidade de germinar e emergir
de camadas mais profundas do solo (GALLI & MONTEZUMA, 2005). Assim, a
aplicacédo de glifosato ap6s a emergéncia das plantas daninhas, e antes que estas
interfiram no desenvolvimento da cultura, representa a possibilidade de uso de um
herbicida de amplo espectro de acdo. A eficiéncia de controle, a facilidade e

flexibilidade de seu uso, sé&o o grande diferencial.

2.3.Bacia do Parana 3

A bacia do Parana 3 (BP3) esta localizada na mesorregido Oeste do Parana,
entre as latitudes 24° 01' S e 25° 35' S e as longitudes 53° 26" O e 54° 37" O e se
estende em éareas dos municipios de Cascavel, Céu Azul, Diamante do Oeste,
Entre Rios do Oeste, Foz do Iguacu, Guaira, Itaipulandia, Marechal Céandido
Rondon, Maripa, Matelandia, Medianeira, Mercedes, Missal, Nova Santa Rosa,
Ouro Verde do Oeste, Pato Bragado, Quatro Pontes, Ramilandia, Santa Helena,

Santa Teresa do Oeste, Santa Teresinha de Itaipu, S&o José das Palmeiras, Sao
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Miguel do Iguacgu, S&o Pedro do Iguacu, Terra Roxa, Toledo, Tupéssi e Vera Cruz
do Oeste, totalizando 28 municipios (Itaipu Binacional, 2011).

A BP3 €& uma regido intensamente explorada por agricultura intensiva
mecanizada, mas com diferentes niveis de ocupacédo em funcéo de condicbes de
relevo e caracteristicas locais. Possui uma agroindustria dinAmica e em expansao,
mas centralizada em alguns municipios polos. Desta forma, seu crescimento tem
sido heterogéneo, com municipios em fase de expanséo populacional e municipios
com crescimento populacional minimo ou mesmo crescimento negativo (Itaipu
Binacional, 2011).

De acordo com Alves e Paiva (2008) (ALVES & PAIVA, 2008), a partir das
informacd@es do valor bruto da producao agropecuaria, o cultivo da soja e a criagao
de suinos eram as principais atividades da agropecuaria do Oeste do Parana em
1970. Atividades essas que foram consolidadas durante o periodo de 1970 a 2010.
No caso da atividade de suinos, foi uma atividade tradicional que esteve presente,
como atividade de subsisténcia, durante todo o periodo de colonizacdo regional.
De uma atividade de subsisténcia, a criacdo de suinos se transformou em um
complexo agroindustrial dos mais importantes nessa regidao onde juntamente com
a criacdo e abate de aves formam as principais atividades da pecuéria regional.
Essas atividades ainda sédo as mais expressivas na BP3. A maioria dos municipios
gue formam a BP3 possuem na producao vegetal o maior percentual do valor da
producdo agropecuaria total. Na producao vegetal as lavouras temporarias (soja e
milho) se destacam na grande maioria dos municipios como sendo a atividade de
maior producéo nessa categoria (SEAB/ADAPAR/SIAGRO, 2012).

Dentre as bacias hidrogréficas, o consumo de agrotoxicos na BP3 foi de 12%
do consumo total de herbicidas no estado do Parana no ano de 2012, ficando em
quarto lugar dentre a regido hidrografica com maior consumo de agrotoxico do
estado neste mesmo periodo (BENASSI, 2016)33. A quantidade total de agrotéxico
(kg ha*ano™?) utilizado no ano de 2011 no estado do Parana por bacia hidrografica
e as principais classes de uso agricola de agrotoxico, podem ser vistas na Figura
4.
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ESTADO DO PARANA

INDICADORES DE
DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL

QUANTIDADE DE AGROTOXICO
SEGUNDO CLASSES DE USO - 2011

Quantidade total Classes de uso agricola
(ka/halano) de agrotdxico (k: ano)

<50 Fungicidas
[>=50a<80 [ Hericidas
|>=80a<10,0 [ inseticidas

[ >=100a14,48 [ owtos

Figura 4. Quantidade de agrotoxico utilizada segundo a classe de uso em 2011 por

Bacias Hidrogréaficas no Parana.

Fonte: BENASSI. S. F. et al. 2016.

Nos anos consecutivos houve um aumento no consumo de agrotoxicos na
BP3, chegando a 11,5 kg ha?! ano! em 2012 e 13,7 kg ha' ano?! em 2013,
continuando acima da média do Parand anual, com predominio de agricultura
mecanizada e intensiva (64 %). A Tabela 1 apresenta a quantidade de agrotoxico
total consumido pelos municipios da BP3 nos anos de 2012 e 2013. Como pode
ser verificado, os municipios de Cascavel, Toledo e Marechal Candido Rondon, de
acordo com o relatorio apresentado pelo Sistema de Controle do Comércio e Uso
de Agrotoxicos no Estado do Parani — SIAGRO, foram aqueles que apresentaram
os valores mais elevados na comercializagdo de agrotoxicos no ano de 2013.
Dentre estes agrotoxicos, o glifosato representou 8,88 % e atrazina 1,99 % dos
comercializados. Segundo o mesmo relatério, soja e milho foram os alimentos mais
produzidos no estado, representando 47,34 % e 16,66 % respectivamente3?, sendo

o glifosato utilizado na cultura da soja e a atrazina no milho.

Tabela 1. Quantidade de agrotdxico consumido por municipio da BP3 nos anos de 2012 e
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2013.
Municipio nggtliozla(?(i]) ngr(])tidBa(cli(Z) Total (Kg)
Cascavel 3.277.254 3.692.072 6.969.326
Toledo 1.162.124 1.300.726 2.462.850
Marechal Candido 799.511 1.218.263 2.017.774
Rondon
S&o Miguel do lguagu 633.229 728.178 1.361.407
Vera Cruz do Oeste 604.699 680.850 1.285.549
Céu Azul 632.412 569.340 1.201.752
Terra Roxa 458.343 668.098 1.126.441
Guaira 526.172 544.340 1.070.512
Santa Tereza do Oeste 364.442 436.558 801.000
Santa Helena 319.681 394.368 714.050
Mercedes 223.175 348.178 571.353
Tupassi 274.965 281.669 556.634
Quatro Pontes 237.124 244.632 481.756
Ouro Verde do Oeste 226.547 253.477 480.023
Santa Terezinha de 252.817 221.630 474.447
Itaipu
Maripa 187.139 235.289 422.427
S&o Pedro do Iguagu 190.733 228.035 418.768
Medianeira 181.958 195.900 377.858
Nova Santa Rosa 159.930 194.889 354.819
Altbnia 185.463 156.100 341.563
Itaipulandia 156.639 172.222 328.861
Matelandia 143.541 181.175 324.716
Missal 137.163 145.265 282.428
Pato Bragado 118.724 163.694 282.418
Entre Rios do Oeste 121.342 153.422 274.764
Foz do Iguacu 70.316 120.162 190.478
Sé&o José das 46.817 59.046 105.862
Palmeiras
Ramilandia 45.510 60.167 105.677
Diamante d'Oeste 27.643 32.282 59.925
TOTAL 11.765.413 13.680.027 25.445.438

Fonte: BENASSI. S. F et al. 2016.
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A disponibilidade hidrica da Bacia do Parana 3 é de aproximadamente 3 mil
L s, dos quais 63 % provém de mananciais superficiais e 37 % de mananciais
subterraneos. Com relacéo aos setores usuarios, 49 % séo para o abastecimento
publico, 24 % para uso industrial, 11 % para o setor agricola, 16 % para o setor
pecuario e o setor mineral com menos de 1 %. A disponibilidade hidrica superficial
da Bacia do Parana 3 é de 58 mil L s, o que representa cerca de 5 % do total do
estado. O valor demandado é de 2 mil L s, representando apenas 3 % do total
disponivel na bacia. A bacia apresenta, em usos rurais, potencial de contaminacao
por run-off (escoamento superficial) agricola, e ainda apresenta-se como um nucleo
com alto volume de agrotdxicos comercializados. J& em usos urbanos, ha baixa

infraestrutura de esgotos e drenagem (BENASSI, 2016).

2.4.Mobilidade do glifosato no solo e na agua

Os grupamentos fosfonato, amino e carboxilato do glifosato dao a
caracteristica de ligante tridentado, permitindo uma posicao privilegiada entre os
herbicidas. Apds a aplicacdo do glifosato, parte do herbicida ndo atinge o alvo,
sendo sorvido em sedimentos ou particulas suspensas no solo e agua, formando
complexos em dgua com ions metdlicos de Ca?*, Mg?*, (MORAES & ROSSI, 2010)
e complexos no solo com os A&cidos humicos, ions Fe?*, Fe3*, AIF*! além da
complexacdo com diversos outros metais (COUTINHO & MAZO, 2005).

Outro fator importante que determina a presenca deste produto no solo € a
atividade microbiana. As taxas de metabolismo do glifosato podem variar
consideravelmente entre diferentes solos, que podem ser relacionados com o nivel
de atividade microbioldgica (E., K., & A, 1997). Duas rotas de degradacdo séo
conhecidas para o glifosato: a primeira consiste na transformacao do glifosato em
sarcosina por acdo da bactéria Enterobacter aeroneges (enzima C-P liase). Esta
rota é, no entanto, pouco citada na literatura. A segunda rota consiste na
transformacao do glifosato em acido aminometilfosfénico, AMPA, pela bactéria
Agrobacterium radiobacter, (Figura 5) (AMARANTE, 2002), que por sua vez é
degradado em dioxido de carbono e aménia (RUEPPEL, 1977).
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Figura 5. Metabolitos provenientes da biodegradacéo do glifosato.

Fonte: AMARANTE, O. P. et al. 2002; GRANDCOIN, A.; PIEL, S.; BAURES, E. 2017.

A meia-vida do glifosato no solo varia conforme os teores de argila e matéria
organica e do nivel de atividade microbiana (TONI, SANTANA, & ZAIA, 2006).
Wauchope et al. (1992) relatam que a meia-vida pode chegar a 174 dias
(WAUCHOPE R. D., 1992), enquanto que Giesy et al. (2000) predizem de dois a
197 dias para glifosato e 76 a 240 dias para AMPA (GIESY, DOBSON, &
SOLOMON, 2000). Tempos de meia vida mais curtos também séo encontrados na
literatura, Veiga et al. (2001) demonstrando uma dissipacéao rapida pelo periodo de
um més apos a aplicacdo (VEIGA, 2001).

Glifosato se liga mais fortemente aos constituintes do solo do que AMPA
(DUKE & POWLES, 2008), sendo na maioria dos solos imovel, mas a mobilidade
pode varidao conforme o pH do solo. O AMPA se decomp®e rapidamente, e resulta
na lixiviacdo de quantidades minimas no solo (WAUCHOPE R. D., 1992).
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O transporte de glifosato e AMPA do ambiente terrestre para o ambiente
aquéatico pode ocorrer na forma de solutos ou cotransportados ligados a coloides
do solo. Ambas as formas, dissolvidas e particuladas, podem ser movidas por:
lixiviagdo através do solo para aguas subterraneas e pelo fluxo terrestre para aguas
superficiais (BORGGAARD & GIMSING, 2008).

O glifosato se dissipa em &guas superficiais rapidamente por ser adsorvido
pelos sedimentos e degradado por microorganismos. Seu tempo de meia-vida em
agua € mais curto que sua persisténcia em solo. Para Paterson et al. (2007) o
glifosato no ambiente aquético pode se encontrar com valores de meia-vida de 7 a
21 dias (PATERSON, 2004). Giesy et al. (2000) relatam que, a meia vida do
glifosato e AMPA em ambientes aquaticos varia de 7 a 14 dias (GIESY, DOBSON,
& SOLOMON, 2000). Na agua o sedimento desempenha um papel fundamental na
degradacg&o microbiana do glifosato pela via sarcosina e AMPA (WANG, 2016). No
entanto, a absor¢céo de metais ou agentes quelantes demonstraram diminuigdo da
biodegracdo do glifosato na &agua, aumentando seu tempo de meia-vida
(JAYASUMANA, GUNATILAKE, & SENANAYAKE, 2014).

2.5.Propriedades fisico-quimica do glifosato e AMPA

Algumas das propriedades do glifosato séo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas do herbicida glifosato.

Férmula molecular C3HgNOsP (m.m. = 169,1 g mol?)
Férmula comercial (sal de isopropilaménio) (CH3)2CHNH?3* (m.m. = 228,2 g mol?)
Solubilidade em agua 10,5gLtem pH 2e 20°C (995 g Kg 1)
Solubilidade em solvente organico Baixa solubilidade

Coeficiente de particao (log Pow) -3,2,empH 3-5e 25°C (999 g Kg 1)
Ponto de fuséo 189,5 °C (com decomposi¢éo)

Pressao de vapor 1,31.10° Pa (25°C, meio acido)
Densidade 1,705 g mL1 (995 g Kg 1)
Fotodegradacéo Estavel na presenca de luz
Dissociagdo em agua pK10,8; pK22,2, pKs5,5 e pK410,1

Fonte: European Commission, 2002.
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Os quatro graus de dissociacao do glifosato em
agua sdo apresentados na Figura 6 (AMARANTE,
2002). Suas propriedades toxicologicas agudas
incluem: via oral LDso, rato de 5600 mg Kg, via dermal
LDso, coelho > 5000 mg Kg?. Apresenta as seguintes
propriedades toxicologicas cronicas: para ratos com
uma dieta de 24 meses o NOEL oncogénico é de 4500
mg K91 d! e NOEL carcinogénico de 400 mg Ko d*
(MESNAGE, 2015).

As propriedades fisico-quimicas e toxicoldgicas
do AMPA ainda ndo estdo bem estabelecidas na
literatura. Sua férmula molecular € CHsNOsP (m.m.
=111,0 g mol?) e na dgua trés graus de dissociacao (pK)
da sua molécula sdo encontrados: pK10,9; pK25,6 e pKs
10,2 (NEDELKOSKA & LOW, 2004).

2.6. Métodos de andlise de glifosato e AMPA

A alta polaridade da molécula do glifosato e do
seu metabdlito tem levado ao desenvolvimento de
muitos métodos de analise baseados em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (High Performance Liquid
Cromatography, HPLC). Devido a auséncia de
grupamentos cromoforos nas moléculas de glifosato e
AMPA, a dificuldade destas analises se refere a sua
forma de deteccao, fazendo-se necesséario o uso de
reacdo de derivatizacdo destas moléculas para a
analise por convencionais detectores de UV-Vis e

fluorescéncia.

A técnica de Cromatografia Gasosa (Gas Cromatography, GC) é a segunda

mais amplamente utilizada para analise de glifosato (AMARANTE, 2002). Devido a

baixa volatilidade do glifosato e AMPA, também faz-se necessario uma prévia

reacao de derivatizacdo para obtencdo de um composto mais estavel (Borjesson,

2000).
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Uma pesquisa avan¢ada no banco de dados do ScienceDirect, a base de

dados de texto completo e revisado por pares da Elsevier com aproximadamente

26.000 livros e mais de 2.200 periédicos, foi realizada. A busca foi focada em dois

diferentes métodos de analise cromatografica, HPLC e GC, para ambos os analitos

(Tabela 3) (ScienceDirect, 2017). Foram encontrados um total de 321 referéncias.

Tabela 3. Publicac8es entre os anos de 2000 a 2018 que utilizaram cromatografia em fase

liquida ou gasosa para andlise de glifosato ou AMPA.

Termos pesquisados

Fonte

NUmero de
Publicacbes

Glyphosate AND NOT Aminomethylphosphonic acid (title,

abstract or keywords)
and
Liquid Chromatography (title, abstract or keywords)

Aminomethylphosphonic acid AND NOT Glyphosate(title,
abstract or keywords)
and
Liquid Chromatography (title, abstract or keywords)

Glyphosate AND Aminomethylphosphonic acid (title,
abstract or keywords)
and
Liquid Chromatography (title, abstract or keywords)

Glyphosate AND NOT Aminomethylphosphonic acid (all
fields)
and
Liquid Chromatography (all fields)

Aminomethylphosphonic acid AND NOT Glyphosate (all
fields)
and
Liquid Chromatography (all fields)

Glyphosate AND Aminomethylphosphonic acid (all fields)
and
Liguid Chromatography (all fields)

Glyphosate AND NOT Aminomethylphosphonic acid (title,
abstract or keywords)
and
Gas Chromatography (title, abstract or keywords)

Aminomethylphosphonic acid AND NOT Glyphosate (title,
abstract or keywords)
and
Gas Chromatography (title, abstract or keywords)

Glyphosate AND Aminomethylphosphonic acid (title,
abstract or keywords)
and
Gas Chromatography (title, abstract or keywords)

Journals

Journals

Journals

Book

Book

Book

Journals

Journals

Journals

28

22

139

23
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Tabela 4. Continuacao.

Glyphosate AND NOT Aminomethylphosphonic acid (all
fields)
and
Gas Chromatography (all fields)

Book 123

Aminomethylphosphonic acid AND NOT Glyphosate(all
fields)
and
Gas Chromatography (all fields)

Book 8

Glyphosate AND Aminomethylphosphonic acid (all fields)

and Book 23

Gas Chromatography (all fields)

Fonte: Autoria do proprio autor.

Métodos baseados em outras técnicas, além das cromatograficas, vém
sendo desenvolvidos para a determinacédo de glifosato e seu metabdlito, embora
ainda sejam pouco utilizados. Estas técnicas incluem ressonancia magnética
nuclear de fésforo 31 (RMN 3'P), espectrofotometria, polarografia e eletroforese
(AMARANTE, 2002).

Dependendo do sistema de deteccdo e da quantidade minima detectavel
desejados de glifosato e AMPA na 4gua, uma etapa adicional de pré-concentracdo
pode ser necesséaria, embora muitos métodos de deteccao sensiveis dispensem
esta etapa (como por exemplo, imunoensaio, calorimetria, cromatografia acoplada
a espectrometria de massa). Nos Ultimos anos, uma grande parte dos estudos
publicados utilizaram varios métodos de pré-concentracdo da agua. O método de
pré-concentracdo mais utilizado sdo cartuchos de Extracdo em Fase Sélida (Solid
Fase Extraction, SPE). Outros métodos menos utilizados incluem pré-concentracao
a vacuo, por evaporacdo, liofilizacdo entre outras técnicas (MERAS, DIAZ, &
FRANCO, 2005).

Uma revisao bibliografica de diferentes métodos de preparo de amostra
utiizando reacdo de derivatizacdo, analise cromatografica com diferentes
detectores, e a quantificacdo de glifosato e AMPA com seus limites de deteccéo

(LD) e limites de quantificacédo (LQ) sao apresentados na Tabela 4.



-36-

Tabela 5. Revisao de literatura dos métodos de preparo de amostra e analise de glifosato e AMPA em diferentes matrizes ambientais.

Derivatizagao Glifosato AMPA
. ~ Unidade
Matriz Tempo Extragéo Detector Ref
Reagente (°C) . LD LQ LD LQ LQelD
(min)
Sa 90 5 FD-PLS1 2 5,4 pg L1 (MERAS, DIAZ, & FRANCO, 2005)
NBD-CI
Wa 50 35h LC-FD 1 0,1 pg L1t (COLIN, 2000)
Wa o 100 5 HPLC-FD 96 320 pg L1t (SUNDARAM & CURRY, 1997)
Ninidrim
E2 100 5 uv 40 110 pg L? (BHASKARA & NAGARAJA, 2006)
Sb DNP T.A (escuro) 60 HPLC-UV 0,05 0,1 ug gt (LUNDGREN, 1986)
Fe T.A 30 MSPD HPLC-FD 0,5 0,03 pg gt (GARCIA DE LLASERA, 2005)
Ga T.A 60 SPE HPLC-FD 0,24 0,07 pg L1 (OLIVO, 2015)
Ca, pe T.A 30 SPE HPLC-FD 0,16 pg Lt (NEDELKOSKA & LOW, 2004)
(G, S)asp T.A 1 noite SPE LC-ESI-MS/MS 0,005 0,05 0,005 0,05 pg L1 (IBANEZ, 2005)
G° T.A 15 SPE LC-FD 0,5 ug gt (HOGENDOORN, 1999)
P, S, G)2 T.A 30 LC-LC-FD 0,1 0,1 pg L1 (HIDALGO, 2004)
P, G)2 EMOC-CI T.A 30 IER LC-LC-FD 0,02 pg L1 (HIDALGO, 2004)
Sa 40 escuro 24 h HPLC-UV 40 100 pg Lt (PERUZZO, PORTA, & RONCO, 2008)
S, SS)b 37 1 noite LC-ESI-MS/MS 100 250 Kgt (VREEKEN, 1998)
Hg Kg
P, S, R)? 37 1 noite SPE LC-ESI-MS/MS 0,03 0,05 0,03 0,05 Lt (VREEKEN, 1998)
M9
(S, G) T.A 2h SPE LC-ESIMSIMS — 0,0002 00007 00002 00008 HOL® - CANESNETH HHOHENGER
(P, S5)2 T.A 60 LL HPLC - FD 0,025 0,04 0,05 0,08 pg L1 (LE BOT, 2002)
B T.A 60 HPLC - FD 4 13 3 10 pg Lt (DELHOMME, 2011)
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Ea
(S, G, R)?, Pe
Sb
Ga
Sa
Sa

Sb
(S G)2
Sa

Sa
pe
pe
Fe
Wa
(T, S)?
(P, S)2
(S, M)?
(S, SS)P
Ta
Sa pe

Ra

FMOC-CI

OPA-MERC

TsCl

CNBF

p-DAC

OPA-2ME
DMOSC

PITC

MOBS-F

T.A
T.A
T.A
T.A

Coluna

T.A

T.A
Coluna

Coluna

Coluna
Coluna
Coluna
50
50
60
Coluna
45
Coluna
35
T.A

45

1 noite
4h
20
2h

120

60

10
30
30

10
35

10

SPE

IA-SPE
MSPE-CE

LL
SPE
SPE

SPE
SPE
SPE
SLM

SPE

UHPLC-MS/MS
LC-MS
HPLC-FD
LC-MS/MS
CE-UVv
LC-FD-MS/MS

HPLC-FD
IC-FD
IC-FD

HPLC-FD
LC-FLD
LC-MS/MS
HPLC-UV
HPLC-UV
HPLC-UV
HPLC-FD
ISP-REF
LC-FD
HPLC-UV
uv

LC-UV

0,2 0,6
0,8
100
0,0032
0,4

0,058 0,174

103 172
2
0,02

2
20 50
5 10
10
10
9
170 530
723 21900
18 61
67

0,1

0,2
1.6
0,0096
0,4
0,108

16
4
0,1

2
30
5
25
8

6,7

20

0,1

0,6

0,324

28

50
10

22

Hg Lt
Mg L?
Hg Lt
Mg L?
Hg L™t
Hg L™t

Hg Kg*t
Hg L™t
Mg L*

Mg L*
Hg Kg*
Hg Kg*t

Mg Lt

Mg L*

Mg Lt

Mg Lt

Hg L*

Mg Lt

Hg L*

Mg Lt

Hg L*

(SASAL, 2015)
(GREY, NGUYEN, & YANG, 2001)
(MILES & MOYE, 1988)
(SANCHIS, 2012)

(DONG, 2015)

(RAMIREZ, BELLMUND, &
GARDINALI, 2014)
(DRUART, 2011)

(MALLAT & BARCELO, 1998)

(PATSIAS, PAPADOPOULOU, &
PAPADOPOULOU-MOURKIDOU, 2001)

(ABDULLAH, 1995)
(KACZYNSKI & LOZOWICKA, 2015)
(KACZYNSKI & LOZOWICKA, 2015)

(KHROLENKO & WIECZOREK, 2005)
(KAWAI, UNO, & TOMITA, 1991)
(QIAN, 2009)

(DA SILVA, 2011)

(DA SILVA A. S., 2011)
(COLOMBO & MASINI, 2011)

(FANG, WEI, & LIU, 2014)
(AMELIN, BOL'SHAKOV, &
TRETIAKOV, 2012)
(SUN, 2010)
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Tabela 7. Continuacéo.

Ga, Sh TFAA-TFE 100 60 GC-MS 0,05 0,1 0,05 0,1 pg L1 (BORJESSON & TORSTENSSON, 2000)
Sa NDA T.A (escuro) 3h SPE LIF 0,008 pg L1 (JIANG & LUCY, 2007)

FONTE: Autoria do préprio autor

aMatriz aquosa: S = agua superficial, G = 4gua subterranea, P = Potavel, E = 4gua de escoamento, R = 4gua residuéria, W = agua pura, C = agua de chuva, T = 4gua da torneira, M = &gua mineral
b Matriz sélida: S = sélido, SS = sedimento

¢Matriz vegetal: F = Extrato de fruta, P = Extrato de planta, G = Extrato de farinha

B = Matriz biolégica

T.A = Temperatura ambiente
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Com os dados da Tabela 4 observamos que o0 reagente derivatizante
comumente utilizado é o cloroformiato de 9-fluorenilmetila (FMOC-CI), em especial
para analises com cromatografia liquida e detector de fluorescéncia. O preparo de
amostra com FMOC-CI seguida da analise dos analitos com cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray (LC-ESI-
MS/MS) é uma técnica de alta capacidade e detec¢do, fornecendo os menores
limites de deteccdo e quantificagdo. Amostras de matrizes de solo, no geral,
apresentaram altos limites de deteccéo e quantificacdo, enquanto que em amostras
aguosas, com limites menores que as obtidas para solos, os maiores limites foram

encontrados para agua superficial.

2.6.1. Determinacéo de glifosato e AMPA por cromatografia liquida com

detector de fluorescéncia

A determinacédo por fluorescéncia é o método de deteccdo mais aplicado na
analise cromatografica de glifosato devido a maior sensibilidade e seletividade
deste tipo de deteccéo, se comparada com a detecc¢éo por absorcédo no UV-VIS.

O agente derivatizante comumente utilizado em pré-coluna com deteccéo de
fluorescéncia é o cloroformiato de 9-fluorenilmetila (FMOC-CI) (CATRINCK, 2014),
permitindo deteccdo fluorimétrica dos grupamentos aminos e ligacdes duplas
conjugadas da molécula derivatizadas (A ex. 265 nm e A em. 315 nm) (Coppex, 2000).
A reacao pode ser observada na Figura 7. Neste processo, ocorre a substituicao
de um atomo de hidrogénio no grupo amino em ambas as moléculas, glifosato e

AMPA, por substituicdo nucleofilica em meio alcalino.
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Figura 7. Reacéo de derivatizacdo de glifosato e AMPA usando FMOC-CI como agente
derivatizante.
Fonte: CATRINCK, T. C. P. G. et al. 2014.

ApOs reagdes de derivatizagdo do glifosato e AMPA com FMOC-CI procede-
se com a etapa de remocgao de excesso de reagente derivatizante e sub produtos
da reacdo, que podem interferir nas analises cromatograficas. Levantamentos
bibliograficos foram realizados visando escolher a melhor técnica de extragdo em
fase sdlida (Solid-phase Extraction, SPE) para glifosato e AMPA em matrizes
aquosas para analise por HPLC. Os resultados da pesquisa sao apresentados na
Tabela 5.
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Tabela 8. Reviséo bibliografica das metodologias de SPE para glifosato e AMPA

derivatizados com FMOC-CI em amostras aquosas e andlise por HPLC com diferentes detectores.

Tipo de Detb Glifosato AMPA
Sorvente SPE  amostra de Ref.
o a LD (ugL")  LQ(ugL?) | LD (ugl?)  LQ (ugL™)
agua
S, G MS 0,005 0,05 0,005 0,05 (IBANEZ, 2005)
] MS 0,2 0,6 0,2 0,6 (SASAL, 2015)
Oasis HLB
S, G MS 0,025 0,04 0,05 0,08 (LE BOT, 2002)
S MS 0,1 (BYER, 2008)
S,G,P FD 0,02 (HIDALGO, 2004)
Amberlite-IRA
S FD 071 073 (CORBERA, ITHDALGO, &
SALVADO, 2006)
Cis G MS 0,003 0,009 (SANCHIS, 2012)
G FD 0,07 0,24 (OLIVO, 2015)
S MS 0,002 0,007 0,002 0,008 (HANKE, SINGER, &
HOLLENDER, 2008)
Strata-X (DAOUK, DE
S,E MS 0,005 0,01 0,005 0,01 ALENCASTRO, &
PFEIFER, 2013)
PLRP-S S PR MS 0,03 0,05 0,03 0,05 (BRITO, 2003)

as = superficial, G = subterranea, P = Potavel, E = agua de escoamento, R = agua residual

Fonte: Autoria do proprio autor

b Detectores acoplados ao equipamento de HPLC: MS = massas, FD = fluorescéncia

De acordo com a reviséo (Tabela 5) observamos que os menores limites de

deteccdo e limite de quantificacdo foram obtidos utilizando preparo de amostras

com sorventes de SPE octadecil silica-gel modificada (C1s), o qual foi selecionado

para o presente trabalho.

3. Objetivo Geral

Com os estudos dos diferentes métodos de preparo de amostra e analise

cromatografica para a determinacao de glifosato e seu principal metabdlito, o acido

aminometilfosfonico (AMPA), desenvolveu-se otimizagédo de técnicas ja existentes

na literatura para a avaliagao da contaminagdo ambiental nas aguas superficiais de

21 microbacias distribuidas na Bacia do Parana 3.
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4. Estruturagcao da dissertagcao

A presente dissertagao esta dividida em 2 capitulos. No primeiro capitulo dois
diferentes métodos de preparo de amostra foram estudados para o preparo das
amostras de glifosato e AMPA em agua: derivatizagdo dos analitos com FMOC-CI
seguido de pré concentragéo e clean up utilizando SPE com cartuchos C1s e; pré-
concentracao dos analitos com liofilizagao seguida de reagao de derivatizagdo com
FMOC-CI. Para a quantificagdo dos analitos utilizou HPLC com detector de
fluorescéncia. Selecionou-se 0 método com melhor desempenho no preparo das
amostras e determinou-se as concentracbes de glifosato e AMPA nas aguas
superficiais da Bacia do Parana 3 coletadas no periodo de 15 de Janeiro a 26 de
Fevereiro de 2017.

No segundo capitulo foi desenvolvido a otimizagéo e validagao de figuras de
mérito do método empregado no capitulo 1, bem como a determinagao de glifosato
e AMPA das aguas superficiais da Bacia do Parana 3 coletadas no periodo de 4 de

Setembro a 10 de Novembro de 2017 com o método otimizado e validado.
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5. Capitulo 1

5.1. Introducéo

Um procedimento analitico inclui algumas etapas fundamentais para se
obter resultados confiaveis e informativos. Os principais processos envolvidos
incluem amostragem, armazenamento e transporte, preparo de amostra,
separacdo, quantificacdo, validacdo analitica, avaliacdo estatistica e tomada de
decisbes. (BORGES, FIGUEIREDO, & QUEIROZ, 2015)

Na etapa de analise, apds o preparo de amostra, 0s analitos presentes sédo
separados a partir de diferentes tipos de mecanismos, dependendo da técnica
aplicada. Na quantificagdo, verifica-se a intensidade de resposta do analito ao
principio operacional do detector (por exemplo, corrente elétrica, radiacao
absorvida, razdo massa/carga etc.), levando a resultados analiticos (COLLINS &
BRAGA, 1988).

Atualmente, o desenvolvimento de metodologias rapidas, precisas, exatas e
sensiveis tem recebido crescente interesse. Apesar dos avangos no
desenvolvimento de instrumentacdo analitica altamente eficiente para a
determinacao da concentragdo muito baixas de analitos em amostras ambientais,
geralmente o preparo de amostra é fundamental, visando a extracdo, o isolamento
e a concentracdo dos analitos presentes em matrizes complexas. Além disso, 0
preparo de amostra pode influenciar nas técnicas de separacédo e identificacéo,
aumentando a seletividade e melhorando a detectabilidade, além de manter o bom
uso dos instrumentos, que por sua vez diminui o custo das analises (BORGES,
FIGUEIREDO, & QUEIROZ, 2015).

Objetivos especificos

1. Avaliacdo do uso de dois diferentes métodos de preparo das amostras em
agua: derivatizacao seguida de extracéo e clean-up com cartuchos SPE Cs;
2. Selecdo do método de preparo para ser aplicado nas amostras das aguas

superficiais da BP3;

3. Validar os parametros de desempenho como sensibilidade, linearidade,

limite de deteccéo limite de quantificacdo do método selecionado;
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4. Avaliar a contaminagao por glifosato e AMPA das aguas superficiais da BP3
no periodo de 15 de Janeiro e 26 de Fevereiro de 2017, adotando o método

validado.

5.2.Reviséao bibliografica

5.2.1. Amostragem e armazenamento das aguas das microbacias

O método de amostragem depende da natureza fisica da amostra, que pode
ser determinada pela matriz, pelo analito ou por ambos, dependendo da
concentragdo do analito na matriz. J4 a quantidade de amostra requerida para
andlise depende ndo s6 da concentracdo do analito e da natureza da matriz, mas
também da técnica analitica que serd empregada (CETESB, 2011).

O planejamento adequado envolve a obtencéo de informacdes preliminares
sobre a area de influéncia do corpo d’agua a ser amostrado. Levantamentos ja
realizados no local s&o importantes fontes de informagdo sobre as principais
atividades poluidoras na bacia que pode influir na qualidade das aguas, tais como
as atividades: industria, mineracédo, zonas urbanas, etc, a fim de estabelecer locais
de amostragem. Em muitas situacdes, € necessaria uma visita a area de estudo
para georreferenciamento dos locais de coleta por meio do GPS (Global Position
System), levantamento fotografico com caracteristicas dos locais e contato com as
pessoas do local com a finalidade de se obter dados adicionais. Outra etapa do
planejamento inclui verificar as vias de acessos, bem como a situagéo das mesmas,
tempo necessario para a realizagdo dos trabalhos, disponibilidade de apoio local
para armazenamento e transporte (BRANDAO, 2011).

Independente da natureza da amostra, a estabilidade completa para cada
constituinte nunca pode ser obtida. As técnicas de preservacdo, a selecao
adequada dos frascos e a forma de armazenamento, tém por objetivo retardar a
acdo biolégica e a alteracdo dos compostos quimicos; reduzir a volatilidade ou
precipitacéo dos constituintes e os efeitos de adsor¢éo; e/ou preservar organismos,
evitando ou minimizando alteracdes morfologicas, fisiologicas e de densidades
populacionais, em todas as etapas da amostragem (coleta, acondicionamento,

transporte, armazenamento, até o momento do ensaio) (BRANDAO, 2011).
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5.2.2. Preparo de amostra

A escolha da técnica de preparo de amostras é baseada nas propriedades
fisico-quimicas dos constituintes da amostra (analitos, interferentes e matriz), tais
como polaridade, solubilidade, estabilidade quimica e térmica, coeficiente de
particdo, entre outros. E necesséario conhecer ou estimar a concentracdo dos
analitos a serem determinados, os interferentes presentes e as caracteristicas do
instrumento analitico a ser empregado. Métodos limpos também sédo desejados,
com menor consumo de solvente, reagentes, frequéncia analitica, custos, utilizacédo

de sistemas miniaturizados entre outros.

5.2.2.1. Extracdo em fase solida

A extracdo em fase solida (Solid Phase Extraction, SPE) é uma das técnicas
mais utilizadas no preparo de amostra em analises ambientais, nas quais 0s
analitos se encontram em niveis tracos, pug L a ng L't. Quando as determinacdes
fazem uso das técnicas cromatograficas, como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (High Performace Liquid Chromatography, HPLC) ou cromatografia
gasosa (Gas Chromatography, GC), o preparo de amostra, além de evitar que os
interferentes da matriz coeluam com os compostos de interesse, € importante para
a remocao de interferentes, garantindo a longevidade das colunas analiticas e
evitando limpezas constantes no sistema de injecdo, proporcionando também boas
separacoes e melhor detectabilidade (COLLINS & BRAGA, 1988).

A SPE utiliza fases sélidas denominadas sorventes, as quais ficam contidas
dentro de cartuchos, nas formas de barril ou seringa, sendo parecidas com as fases
estacionarias utilizadas em cromatografia liquida em coluna. Os principais
mecanismos de separagdo consistem em: adsorcdo, particdo (fase normal e
reversa), troca idnica e exclusdo. As forcas quimicas e fisicas que atuam entre as
moléculas do analito e do sorvente em fase reversa séo principalmente interacdes
de van der Waals, entre as ligacdes carbono-hidrogénio do analito com os grupos
funcionais da superficie da silica. Em fase normal, as principais interacfes séo
entre os grupos polares do analito e da fase sdlida, por meio de ligagbes de

hidrogénio, interagbes T-11, dipolo-dipolo, dipolo-induzido e dipolo induzido-
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induzido. No modo de troca idnica, as interacdes idnicas sao responsaveis pelas
extragcOes seletivas dos analitos (COLLINS & BRAGA, 1988).

A SPE pode ser usada para quatro importantes propdsitos: extracdo e/ou
concentracdo do analito, isolamento do analito, isolamento da matriz ou limpeza
(clean-up) e estocagem da amostra. Quando glifosato e AMPA séo derivatizados
com FMOC-CI, cartuchos Cis permitem um clean up da amostra removendo
interferentes apolares ou de baixa polaridade advindas da reacg&o, permitindo a

eluicdo direta dos analitos glifosato-FMOC e AMPA-FMOC pelo cartucho (Figura
8).

Condicionamento—l

r
" . A
0 Acetonitrila O Agua @ Amostra

— c— 0

*] Glifosato-fmoc [7] AMPA-fmoc  AJFMOC-c| [@ Subprodutos apolares
de reacao

Figura 8. Etapas do preparo de amostra aquosa de glifosato e AMPA utilizando cartuchos

SPE C18 apés derivatizados com FMOC-CI.
Fonte: Autoria do proprio autor.
A principal desvantagem do uso do SPE no preparo de amostra é a
possibilidade de perdas do analito de interesse pela sua sor¢cdo nos cartuchos,
contaminagbes cruzadas, nao reaproveitamento de cartuchos e dificil

reprodutibilidade quando n&o se utiliza automatizagéo da técnica.



5.2.2.2. Liofilizacéo

A liofilizacao faz proveito das propriedades fisico-quimicas da agua (Figura
9). Qualquer ponto na regido marcada “gelo”, corresponde as condi¢gdes nas quais
a fase sélida da agua é mais estavel. Fato semelhante acontece nas regifes
marcadas “liquida” e “vapor”. As linhas que separam as regides do diagrama na
Figura 9 séo os limites de fases. Em qualquer ponto da linha que limita duas
regides, as fases vizinhas coexistem em equilibrio dindmico (ATKINS & JONES,
2009). Desta forma, sob pressdo e temperatura controladas é possivel obter a

sublimacdo de amostras contendo agua congelada.

218
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Figura 9. Diagrama de fase da 4gua (fora de escala).
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Fonte: ATKINS, P. W.; JONES, L. 2009.

Na Figura 10 temos um esquema de liofilizador com trés componentes
principais: a camara de secagem no qual os frascos sao aquecidos ou refrigerados;

a bomba de vacuo, que fornece baixa pressao na camara; e um condensador, que

aprisiona o vapor da agua advinda dos frascos.
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Figura 10. Esquema do equipamento liofilizador.
Fonte: SUNDARAM, J. et al. 2010
Inicialmente o produto a ser liofilizado é congelado em ultra freezer e, em
seguida, colocado dentro da camara de produtos do liofilizador. O sistema de vacuo
do liofilizador aplica pressao negativa no sistema e a camara de secagem controla
a temperatura, permitindo a sublimacdo da agua da amostra. O propdsito do

s

condensador € atrair os vapores sendo sublimados do produto. Como o
condensador € mantido em um nivel de energia menor em relacdo ao gelo do
produto, os vapores se condensam e voltam a forma sélida (gelo) no condensador.
O gelo sublimado se acumula no condensador e € removido manualmente no final
do ciclo de secagem por congelacdo (passo de descongelacao). A temperatura do
condensador requerida é ditada pelo ponto de congelamento e temperatura de
colapso do produto. O sistema de refrigeracdo mantém a temperatura do

condensador substancialmente abaixo da temperatura do produto (BARLEY, s.d.).

O congelamento controlado mantém a temperatura do produto
suficientemente baixa durante o processo para evitar mudancgas na aparéncia e
caracteristicas do produto seco. E um excelente método para preservar uma grande
variedade de materiais sensiveis ao calor, como proteinas, microorganismos,
produtos farmacéuticos, tecidos e plasma (BARLEY, s.d.).

Na literatura sdo encontrados dois estudos de pré-concentracdo de
pesticidas em agua com a técnica de liofilizacao (SINHA, 2011) (RAMIREZ,
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BELLMUND, & GARDINALI, 2014), porém, apenas Ramirez et al (2014) utiliza a

liofilizagdo para determinacao de glifosato e AMPA.

A principal desvantagem da liofilizacdo para analise de pesticidas é o longo
tempo (variando conforme o volume) de secagem das amostras e pré-concentracao
de compostos ndo volateis da matriz, porém oferece como vantagem a secagem
de um largo numero de amostras simultaneamente, operacdo automatica e o nao

uso de solventes organicos.

5.2.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Em HPLC, a mistura de interesse € transferida para uma coluna com um
solvente ou com uma mistura de solventes (fase movel), por um injetor e uma por
uma bomba (Figura 11). A coluna é um tubo, na maioria dos casos de aco inoxidavel
preenchida com a fase estacionéaria. A fase estacionaria geralmente consiste em
silica gel porosa ou particulas de polimeros com ligantes quimicos ligados em sua
superficie. Esses ligantes sdo responsaveis pelas interacdes seletivas entre os
analitos e a fase estacionaria, que sdo0 necessarias para a separacao
cromatografica efetiva. As substancias sao retidas de maneira diferentes dentro da
coluna, possuindo diferentes tempos de retencdo e saida na coluna. Os analitos
dentro da amostra sao registrados individualmente por um detector. Os dados do
detector sdo processados por um computador resultando em um cromatograma. O
namero de picos corresponde ao numero de componentes separados na amostra

e sua area é relativa a concentragdo de cada analito (K., D., & HERBIG, s.d.).
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computador para
aquisicdo de dados

detector coletor de residuo

Figura 11. Configuracdo tipica de um sistema de HPLC.
Fonte: TOPPNER. K.; HANSEN. D.; HERBIG, E. 2017.

Existem varios detectores disponiveis para HPLC. Eles incluem tanto
dispositivos gerais quanto especificos que medem os indices de refracéo,
absorbancia, fluorescéncia, condutividade e propriedades eletroquimicas de
analitos de eluicdo. A espectrometria de massa também € aplicavel tanto a
deteccao geral quando a seletiva em cromatografia liquida (HAGE & CARR, 2012).

Detectores de fluorescéncia, empregado no presente trabalho, sdo os mais
sensiveis quando comparado aos detectores comuns em cromatografia liquida
(Tabela 6) (POOLE & POOLE, 2012).

Tabela 9. Propriedades dos detectores comuns em cromatografia liquida.

Nome do detector Compostos detectados Himites de
deteccao
indice de refracéo Universal (todos 0s compostos) 0,1-1ug
Absorbancia UV-Vis Compostos com cromoforos 0,1-1ng
Evaporativo com dispersao de luz Compostos nao volateis 10 pg
Fluorescéncia Compostos fluorescentes 1-10pg
Condutividade Compostos ibnicos 0,5-1ng
Eletroquimico Eletroquicamente ativos 0,01-1ng
Espectrometria de massas Universal (modo full-scan) 0,1-1ng

Seletivo (modo SIM)

Fonte: POOLE, C. F.; POOLE, S. K. 2012.

Detectores de fluorescéncia medem a capacidade que as substancias

quimicas tém de absorver e emitir luz em um conjunto especifico de comprimentos
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de onda, caracteristico de uma determinada substancia. A fluorescéncia se aplica
a deteccdo seletiva de qualquer analito que absorva e emita luz em determinada
excitacdo e comprimentos de onda de emissao. Apesar de existirem poucas
substéancias fluorescentes, aquelas que apresentam fluorescéncia sdo de grande
importancia. Os exemplos incluem diversos tipos de drogas (licitas e ilicitas) e seus
metabdlitos, aditivos alimentares e poluentes ambientais. A fluorescéncia também
pode ser usada para detectar analitos que sao primeiro convertidos em um derivado
fluorescente, através de reacdo de derivatizacdo (HAGE & CARR, 2012).

5.3.Materiais e métodos
5.3.1. Reagentes e materiais

Padrdes analiticos de Glifosato (= 99,7%, CAS: 1071-83-6), AMPA (= 98,0%,
CAS: 1066-51-9) e FMOC-CI (299.0%, CAS: 28920-43-6) foram comprados de
Fluka® Analytical (USA).

Padrdes derivatizados Glifosato-FMOC (98,0%, CAS: n/a) e AMPA-FMOC
(98,0%, CAS:195306-88-8) foram comprados de Dr Ehrenstorfer® GmbH
(Germany).

Acetonitrila (for HPLC, gradiente grade, = 99.9%, CAS: 75-05-8) e Acido
Fosforico (285 wt. % H20, 299.9% trace metals basis, CAS: 7664-38-2) foram
comprados de Sigma-Aldrich® (EUA).

Borato de sédio (Borax, P.A, CAS: 1303-96-4) obtido a partir de Synth® e
Acido Bérico (P.A, CAS: 10043-35-3) obtido de Neon®, ambos indUstria brasileira.

Cartuchos SPE C1is (CHROMABOND®500 mg) foram comprados de
Macherey-Nagel® (Germany).

5.3.2. Instrumentacao

Para o preparo de amostras utilizou-se liofilizador de bancada Christ (Alpha
1-2 LD Plus). Para separagao e quantificagao dos analitos utilizou-se Cromatografia
Liquida de Ultra-alta Eficiéncia (Ultra-High Performance Liquid Cromatography,


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=1071-83-6&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=1066-51-9&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=28920-43-6&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=pt&region=BR&focus=product
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UHPLC), no modo HPLC, com sistema consistindo de uma bomba de dois pistdes,
um degaseificador e auto-injetor, acoplada com detector de fluorescéncia (Modelo
Dionex UltiMate 3000, Thermo Scientific, Germania). Utilizou-se coluna
cromatografica de fase reversa Ace 5 (C18, 5.0 um, 250x4.6 mm i.d.) mantida a 25
°C, inje¢des com volume de 20 uL e a detecgao dos analitos derivatizados realizada
por fluorescéncia em comprimento de onda de excitagao (Aexc) € emissao (Aem) de

260 nm e 317nm, respectivamente.

5.3.3. Selecao da area de estudo

A Bacia Hidrografica do Rio Paran& 3 (BP3) € uma regido localizada no oeste
do Parana e sul do Mato Grosso do Sul, perfazendo 28 municipios. E uma regido
intensamente explorada por agricultura intensiva mecanizada, mas com diferentes
niveis de ocupacdo em funcédo de condi¢cBes de relevo e caracteristicas locais.
Possui uma agroindustria dinAmica e em expansdo, mas centralizada em alguns
municipios polos. Desta forma, seu crescimento tem sido heterogéneo, com
municipios em fase de expansdo populacional e municipios com crescimento
populacional minimo ou mesmo crescimento negativo.

Segundo Bombardi, quanto maior a propriedade agricola maior a
probabilidade de se utilizar agrotéxicos. Desta forma, buscou-se no processo de
selecdo microbacias onde havia predominancia de propriedades maiores ou
proximas de 100 ha. Outro critério de selecdo das microbacias foram regides com
cultura predominante de soja e milho, por apresentarem maior volume de consumo
de agrotoxico (BOMBARDI, 2011).

Com informacdes dos Indicadores de Sustentabilidade de Bacias
Hidrogréaficas do IPARDES (IPARDES, 2013), em conjunto com colaboradores da
Usina Hidrelétrica de Itaipu (PR-Brasil), foi elaborada uma tabela com a colocacéao
dos principais municipios da BP3 em termos de produc¢éo agricola, area colhida de
soja e milho, tamanho dos estabelecimentos agropecuarios, quantidade de
agrotoxico por area plantada e como estava a qualidade da agua dos principais rios
do referido municipio durante o processo de selecdo das microbacias (Tabela 7).
Apés a classificacdo, foram ranqueados os principais municipios que por ventura

pudessem contribuir em termos de utilizacdo de agrotoxico.
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Tabela 10. Classificagdo dos municipios da BP3 em termos de producéo agricola, consumo

de agrotdxicos e qualidade das aguas superficiais das suas microbacias.

3 Producéo ; ) ] ) _ |Quantidade de .
Colocagéo agrzgjlgugsosoja agricola de Milho {Ar€@ (h@) >=50| Area colhida de | Area colhida | ~ agrotoxico %ualldade
(> ha) ) a<100 soja (ha)  |de milho (ha)| (kg/ha/ano) e agua
1° Cascavel Cascavel Ouro Verde Cascavel Toledo Mercedes Toledo
Santa Tereza A 1 Quatro
20
Terra Roxa Toledo do Oeste Toledo Terra Roxa  Matelandia Pontes
3° Toledo Terra Roxa Terra Roxa Terra Roxa Séo Miguel Medianeira
4° Marechal S&o Miguel S&o Miguel Guaira Marechal
Rondon
5° Santa Helena Guaira Guaira Marechal Matelandia
Rondon
6° S&o Miguel Santa Helena Marechal Santa Helena Santa
Rondon Helena
7° Maripa Santa Helena  Cascavel Diamante
8° Santa Tereza Céu Azul Nova Santa Ramilandia
Rosa
9° Nova Santa Maripa Vera Cruz
Rosa
10° Ouro Verde Missal Ouro Verde
11° Sao Pedro Santa Cascavel
Terezinha
12° Santa Tereza Santa Tereza Missal

FONTE: BENASSI. S. F et al 2016.

Buscou-se selecionar microbacias com mais de 70% de uso agricola e, ao

mesmo tempo, evitando aquelas com grande percentual de area urbana, florestas,

pastagens ou banhados.

Foi utilizada ainda a base hidrografica e altimétrica da Copel para

BN

delimitacbes das microbacias e classificacdo delas quanto a ordem do curso

d"dgua. Quanto a dimenséo espacial, buscaram-se bacias de até 1.000 ha, de

relevo plano, ondulado e suave ondulado. Quanto a ordem, buscaram-se rios de

até 22 ordem (juncdo de duas nascentes), excepcionalmente 32 ordem (juncéo de

dois rios de 22 ordem). Justificam-se estes critérios por buscarmos pontos

amostrais em cursos d"agua com menor vazao.



-54-

Utilizou-se ainda a plataforma Google Earth para analisar individualmente o
local ideal no curso d"agua para realizar o ponto de coleta, sendo de facil acesso,
proximo a residéncias ou em pequenas pontes rodoviarias.

Ao todo foram selecionas 21 microbacias (Figura 12) distribuidas em 12
municipios: Sangas Memodria | e I, Agua de Palmito, Alto Rio Toledo, Cérrego
Guarani e Corrego Peaberu situadas no municipio de Toledo; Sanga Buriti situada
nos municipios de Itaipulandia e Missal; Lajeado Santa Rosa e Sanga Ajuricaba no
municipio Marechal Candido Rondon; Sanga Tapena em Maripa; Sanga Pinhal no
municipio de Matelandia; Cérrego Belmonte em Mercedes; Rio Azul e Cdérrego
Lajeado no municipio Ouro Verde do Oeste; Rio Pacuri e Moreninha em Santa
Helena; Sanga Shangri-la e Rio Bonito no municipio de Santa Terezinha de Itaipu;
Cérrego Agua Fria em Sdo Miguel do Iguacu; Corrego Tamandué e Alto Taturi no

municipio de Terra Roxa.

Microbacias e pontos
amostrais selecionados
(22/11/2016)
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Figura 12. Mapa de uso e ocupacédo do solo e destaques para as microbacias selecionas.

Fonte: ITAIPU BINACIONAL Divisédo de Geoprocessamento — Classificacédo
supervisionada de imagem Landsat OLI 8 (2014).
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A selecdo das microbacias a ser amostradas resultou em locais bem

distribuidos em toda a Bacia do Parana 3.

5.3.4. Método de amostragem

7

A aplicagao do glifosato € realizada, geralmente, em localidades onde a
umidade relativa do ar esteja acima de 60%, temperaturas inferiores a 30 °C e
ventos abaixo de 8 Km h1, sendo evitado a aplicacdo em periodos chuvosos, pois
apos a aplicacédo o glifosato requer um periodo de seis horas sem chuva para uma
completa absorgéo foliar. Para um bom controle, os agricultores tem o costume de
aplicar o herbicida na dose de 4 L ha', com antecedéncia minima de 20 a 25 dias
da semeadura de soja (GIESY, DOBSON, & SOLOMON, 2000).

O periodo de amostragem das &guas superficiais das 21 microbacias
situadas na BP3 foi selecionado conforme o calendério agricola das plantacdes de
soja na regido da BP3 (Tabela 8). De acordo com a Portaria n°® 202 (19/07/2017)
pela Agéncia de Defesa Agropecuaria do Parana (ADAPAR): o vazio sanitario
vegetal para soja no territorio paranaense, no qual é proibido cultivar, manter ou
permitir a existéncia de plantas vivas de soja, ficou compreendido entre 10 de Junho
a 10 de Setembro de 2017/2018. Por esse motivo, selecionou-se a coleta das
amostras no periodo do cultivo das culturas: durante 6 semanas no primeiro
semestre, de 15 de Janeiro a 26 de Fevereiro e; durante 6 semanas no segundo
semestre, de 4 de Setembro & 10 de Novembro, no ano de 2017, coletando-se
semanalmente duplicatas de cada ponto. O branco amostral foi coletado fora do

periodo de cultivo da cultura de soja e milho.

Tabela 11. Periodo do uso de glifosato nas culturas de soja e milho na regido da BP3.

. Atividades
Més Semana —~ - ;
Dessecacédo do solo Safra de milho Safra de soja
1
Janeiro 2
3
4 Dessecacdo com 1._ Se_meadura do
1 glifosato para a milho safrlnhq o _ _
colheita de soja 2. Pulverizagdo de Colheita de soja
Fevereiro 2 glifosato nas culturas de
3 milho transgénico.
4
Agosto 1
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2
3
4
1 1. Principal periodo
5 para semeadura do milho
Setembro 3 ~ Verao-. o
Dessecagéo com 2. Pulverizacdo de
4 glifosato para a pré- glifosato nas culturas de STl e R
semeadura milho transgénico. palp p.
1 semeadura da soja
2 1. Principal periodo
Outubro 3 para semeadura da soja.
2. Pulverizacdo de
4 glifosato na cultura de soja

Fonte: Autoria do proprio autor

Realizou-se apenas uma amostragem das aguas superficiais de cada
microbacia semanalmente dentro do periodo de coleta, em dias aleatérios. Além
das amostragens semanais, coletou-se também amostras extras (em datas
aleatorias) para as microbacias que apresentaram precipitacdo local acima de 10
mm de agua de chuva. Estas coletas extras foram realizadas dentro do periodo
amostral selecionado para as coletas semanais, acarretando, em alguns casos,
mais que uma data de amostragem por microbacia em cada semana. E importante
ressaltar que ndo foram feitas coletas em todas as datas de chuvas no periodo
amostral selecionado, seja devido a dificuldade de acesso ao local ou a auséncia
de amostradores durante as datas de chuva.

A amostragem das aguas superficiais nas microbacias da BP3 seguiu a
metodologia estabelecida para pesticidas organofosforados pela Agéncia Nacional
das Aguas — ANA no Guia Nacional de Coleta e Preservacéo de Amostras de Agua,
Sedimento, Comunidades Aquaticas e Efluentes Liquidos (1 ed. Brasilia-DF, 2011):
Coletou-se as amostras em frascos de 1 L de vidro cor ambar com tampa de rosca,
passado por lavagem especial. Ap0s a coleta e transporte, feitos em caixas
térmicas com gelo, as amostras foram filtradas em membrana de celulose 0,45um.
Fez-se necessario o congelamento das amostras coletadas no periodo do primeiro
semestre de 2017, a — 20 °C, n&o sendo armazenadas como recomendando pelo
guia de coleta da Agéncia Nacional das Aguas (armazenamento sob refrigeracéo a
4 °C (+/- 2°C) em até 7 dias) (CETESB, 2011), portanto, fez-se necessario um
estudo de estabilidade dos analitos durante o periodo de 8 semanas de
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armazenamento das amostras. O estudo foi realizado tanto na agua ultrapura
quanto na matriz e serdo apresentados no proximo capitulo (vide item 6.5.2.5.). As
amostras coletadas no segundo semestre ndo foram congeladas e foram
analisadas dentro do periodo de 7 dias recomendando pelo guia de coleta da

Agéncia Nacional das Aguas.

5.3.5. Preparo de amostras
Dois métodos de preparo de amostras foram testados: Reacdo de
derivatizacdo seguida da extragdo em fase sodlida utilizando cartucho Cis e

liofilizagdo seguida de reacao de derivatizagao.

5.3.5.1. Reacéo de derivatizacao

Para as reagbes de derivatizagao utilizou-se o método descrito por Baez et
al, com adaptacdes (BAEZ, 2014). Uma aliquota de 5 mL de amostra foi introduzida
em vials de vidro de 20 mL, seguida da adigdo de 600 yL de 0,040 mol L' tampao
de borato (pH 9), 2 mL de acetonitrila e 300 pL de solugéo de 1,60 mg mL-"! de
FMOC-CI (preparada em acetronitrila). O frasco foi agitado suavemente durante

30s em vortex e a reacgao finalizada apds 30 min.

5.3.5.2. Extragao em fase sélida com cartuchos Cis

Para a extragado com SPE C1s utilizou-se o método empregado por Baez et
al (2014)"" com modificagbes. Inicialmente as amostras foram filtradas em filtros
de acetato de celulose 0,45 um e derivatizadas. Condicionou-se o cartucho SPE
C1s com 3 mL de acetonitrila e 5 mL de agua. Em seguida, 5 mL de amostra
derivatizada foi diluida pela adicdo de 10 mL de agua e em seguida introduzida no
cartucho sob vazéo de 2 mL min-!, sendo coletada diretamente em baldo de 25 mL
contendo 2 mL de tampao borato 0,040 M (pH 8). Seu volume foi completado com
agua e a amostra resultante filtrada em filtro PTFE 0,22 pm, afim de se reter

menores impurezas e prolongar a vida 0t da coluna cromatografica.



-58-

Posteriormente as amostras foram enviadas para analise cromatografica.

5.3.5.3. Liofilizagao

Para a pré-concentragdo dos analitos com liofilizac&o utilizou-se o método
empregado por Ramirez et al, com modificacbes (RAMIREZ, BELLMUND, &
GARDINALLI, 2014). Inicialmente as amostras foram filtradas em filtros de acetato
de celulose 0,45 um. Em seguida, adicionou-se uma aliquota 20 mL de amostra,
nao derivatizada, em tubo Falcon de 50 mL, seguida de refrigeracdo a — 80°C. O
tubo contendo a amostra congelada foi recoberto com papel laminado contendo
pequenos furos em sua superficie, permitindo a evaporacao da 4gua da amostra e
evitando perdas durante a liofilizacdo. Em seguida, a amostra foi liofilizada por
aproximadamente 72h ou até secagem completa, sob alto vacuo e temperatura de
-10 °C. Ap0s liofilizada, o volume da amostra foi reconstituido com 5 mL de agua e
em seguida derivatizada como descrito anteriormente (vide item 5.3.5.1). Apés a
derivatizacao transferiu-se uma aliquota de 5 mL da solucdo derivatizada para
baldo volumétrico de 25 mL contendo 2 mL de tamp&o de borato 40 mM (pH 8),
completando seu volume com agua. A amostras foi filtrada em filtro PTFE 0,22 pum
afim de se reter menores impurezas e prolongar a vida (til da coluna
cromatografica. Posteriormente as amostras foram enviadas para analise

cromatografica.

5.3.6. Avaliacdo dos métodos de preparo de amostra

Para a selecdo do método mais adequado para o preparo de amostras das
aguas superficiais, comparou-se os meétodos: SPE utilizando cartuchos Cis e
liofilizacdo. A avaliacdo foi realizada construindo-se diferentes curvas analiticas

para ambos 0s métodos.

Para o método de preparo de amostra com SPE foram preparados 6 pontos
de curva analitica, para glifosato e AMPA, nas concentracdes de 10, 50, 275, 500,
775 e 1000 pug L, todos em unicata devido a limitacdo da quantidade de cartuchos

disponiveis. Para o método de preparo de amostra utilizando liofilizacdo foram
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realizados 9 pontos para a curva analitica com glifosato e AMPA nas concentracfes
de 0,1; 1, 5, 10, 30, 65, 100, 200 e 300 ug L' Uma faixa com menores
concentracdes foi selecionada para a construcéo da curva analitica preparada pela
liofilizacdo devido a pré-concentracéo dos analitos, que em concentracées maiores

acarreta a saturacao do cromatograma obtido com o detector de fluorescéncia.

Ferramentas estatisticas para andlise de alguns pardmetros de validacdo do
meétodo, como repetibilidade (vide item 6.5.2.2.), linearidade (vide item 6.5.2.3.),
limite de deteccéo e quantificacdo (vide item 6.3.5 e 6.3.6.) foram empregados. A
partir dos dados das curvas selecionou-se a técnica mais adequada para o preparo
e analise das amostras superficiais da BP3 pela sensibilidade (vide item 6.3.4) de
cada meétodo utilizando ferramentas estatisticas para estimar a existéncia de

diferencas entre os coeficientes angulares de cada curva analitica.

5.3.7. Analise cromatografica

Para separacéo e quantificagdo dos analitos utilizando HPLC com coluna de
fase reversa Cis e detector de fluorescéncia fez-se necessério o uso de fase movel
gradiente: H3POa4 0,05% (pH 2,5, solvente A) e acetonitrila (solvente B) com vazéo
de 1 mL min'l. As amostras preparadas por SPE possuem a vantagem da etapa de
clean up, removendo subprodutos e excesso de reagente derivatizante da reacao,
diferentemente do que ocorre no preparo de amostras utilizando liofilizac&o, que
permite apenas a pré-concentracdo dos analitos. Portanto, foi necesséario o
desenvolvimento de dois diferentes métodos cromatograficos a fim de eliminar
todas as impurezas advindas de cada preparo de amostra e completa eluicdo dos

interferentes.

5.3.7.1. Eluicdo das amostras preparadas por SPE

Para o programa de gradiente utilizou-se diferentes propor¢des do solvente
B: de 0 a 7 min manteve-se 10% de B; 7 a 27 min B aumentou para 45%; de 27 a
32 min manteve-se B na proporc¢éo de 45%; em 37 min B foi reduzido para 10%;

em seguida reequilibrou as condi¢des iniciais mantendo 10% de B até completar
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42 min de corrida.

5.3.7.2. Eluicdo das amostras preparadas por liofilizacéo

Para o programa de gradiente utilizou-se diferentes propor¢des do solvente
B: 0 a 7 min manteve-se 10% de B; 7 a 27 min B aumentou para 45%; de 27 a 32
min B aumentou para 45%; de 32 a 37 min B diminui para 10%, em seguida
reequilibrou as condi¢des iniciais mantendo 10% de B até completar 42 min de

corrida.

5.4.Resultados e Discussdes

5.4.1. Separacao cromatografica e deteccao

Para a analise de glifosato e AMPA foram testadas diferentes gradientes e
solventes. Experimentou-se o uso de tampéao borato (pH 8) e acetonitrila (ACN)
como descrito por Baez et al (BAEZ, 2014), bem como o uso de tamp&o de aménio
(pH 9,5) e ACN como descrito por Ramirez et al (RAMIREZ, BELLMUND, &
GARDINALI, 2014), porém, a eluicao que melhor se adequou ao presente trabalho
foi realizada com gradiente utilizando metodologia Druart et al (DRUART, 2011) com
algumas modificagcdes. Os solventes utilizados como fase movel foram: H3zPOa4
0,05% (pH 2,5, solvente A) e ACN (solvente B) com vazao de 1 mL min-'.

Diferentes tempos de retencdo foram obtidos na eluicdo das amostras

preparadas por SPE: 27,5 min para glifosato e 29,5 min para AMPA (Figura 13).
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Figura 13. Cromatograma de padrfes glifosato (25,3 min) e AMPA (26,9 min) nas
concentragdes de 250,0 ug L-1 preparados em agua, derivatizados, extraidos por cartuchos SPE

C18 e analisadas por HPLC com detector de fluorescéncia (Aexc= 260 nm, Aem = 317 nm).

Fonte: Autoria do proprio autor.

A eluicdo das amostras preparadas pela liofilizacdo o método de analise

forneceu tempos de 25 min para glifosato e 27 min para AMPA (Figura 14).
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Figura 14. Cromatograma dos padrdes glifosato (27,5 min) e AMPA (29,2 min) nas
concentracdes de 200,0 ug L-1 preparados em agua, liofilizadas, derivatizadas e analisadas por

HPLC com detector de fluorescéncia (Aexc= 260 nm, Aem = 317 nm).

Fonte: Autoria do proprio autor.

A confirmacgao dos tempos de retengao foram feitas pela analise dos padroes
derivatizados glifosato-FMOC e AMPA-FMOC nos diferentes métodos de elui¢ao.

5.4.2. Preparo de amostra utilizando liofilizagao

Célculos do desvio padrao relativo (Relative Standard Deviation, RSD%)
demonstraram boas variagdes entre as replicatas dos pontos das curvas analiticas
dos analitos em agua, que foram preparados e analisados duplicata. Apenas as
concentragdes de 0,1 e 30 yg L' da curva analitica de glifosato demonstraram
grandes variagdes de erros, acima do recomendado pela associagao oficial de
quimica analitica (Association of Official Analytical Chemistry, AOAC), que em
concentragdes menores ou igual a 1 ug L' o RSD n&o deve ultrapassar o valor de

30% e, em concentragdes entre 10 — 100 ug L' ndo deve ultrapassar o valor de



-63-

21%. (Tabela 9).
Tabela 12. Desvio padréo relativo (%) da curva analitica de glifosato e AMPA preparadas
por liofilizagdo seguida de reagdo de derivatizacdo e analise por HPLC com detector de

fluorescéncia.

Concentragao (ug L) RSD (%)
Glifosato AMPA
0,1 60,3 10,5
1.0 4.9 8,0
5,0 19,1 13,1
10,0 5,4 2.0
30,0 29 33
65,0 42 05
100,0 3.1 05

Fonte: Autoria do proéprio autor.

5.4.2.1. Detecgao de outilers

Foi aplicado testes para a detecgao de valores anémalos (outliers, vide item
6.3.1.1.) nas concentracbes com altas porcentagens de RSD da curva analitica do
glifosato. Teste Tn em um intervalo de confianga de 95% (Tncritco = 1,16) néo
demonstraram anormalidades nas variagdes para a rejeicao de valores na curva
analitica do glifosato (Tabela 10).

Tabela 13. Teste Tn para deteccdo de outilers nas concentracGes de 0,1 e 30 ug L? da curva

analitica do glifosato.

Teste Tn
Analito (ug LY Replicata  Tncaiculado Comparagéo Significancia
1 0,8 ITNcatculadol < TNeritico Insignificante
0,1
2 0,91 ITNcatculadol < TNeritico Insignificante
Glifosato
1 0,88 ITNcalculadol < TNeritico Insignificante
30
2 0,85 ITNcalculadol < TNeritico Insignificante

Fonte: Autoria do proprio autor.
Portanto, apesar de algumas amostras da curva analitica de glifosato
apresentarem porcentagens de RSD acima do critério de aceitacdo pela AOAC o

teste para a deteccdo de outliers demonstrou que nenhum ponto deve ser rejeitado.
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5.4.2.2. Construcao da curva analitica
As curvas analiticas foram processadas pelo software Origin©. A curva
analitica de glifosato com meétodo de preparo utilizando liofilizagdo nas
concentragdes de: 0,1; 1; 5; 10; 30; 65 e 100 ug L-! sdo apresentadas na Figura 15.
O ajuste linear com adi¢ao de linha de tendéncia forneceu uma equagao de reta: y
= 21376,5 x — 56200,8; e coeficiente de regressdo R? = 0,858.
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Figura 15. Curva analitica do glifosato preparada em agua ultrapura através do método de
preparo de amostra com liofilizacdo e analise por HPLC com detector de fluorescéncia.

Fonte: Autoria do proprio autor.

Apenas o valor do coeficiente de regressdo (R?) ndo ¢ suficiente para
garantir a adequagao do ajuste linear a curva de calibragdo. Modelos de calibragéo
com alto residuo no sinal analitico ou ponto mal distribuido ao longo da faixa de
calibracdo poderao fornecer um bom coeficiente de correlagdo, mesmo que uma
funcao linear nao seja a melhor descricao para o comportamento entre as variaveis
dependentes e independentes. Para evitar problemas de falta de ajuste durante a
modelagem, fez-se necessaria a analise cuidadosa do grafico de residuos do sinal
analitico e a aplicagdo de testes para determinar a faixa na qual a curva de
calibracdo apresenta um bom comportamento linear.

No Anexo A temos os residuos da curva analitica da curva analitica do
glifosato. A anélise dos residuos demonstrou presenga de amostras atipicas e erros
com distribuicdo nao uniforme, sendo necessario um ajuste para garantir a
adequacao da linearidade. A fim de se obter uma melhor distribuicdo dos residuos

foi necessario retirar uma amostra do padrao e glifosato na concentragéo de 30 g
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L' e uma amostra do padrao na concentragdo de 65 ug L', obtendo uma nova

curva analitica (Figura 16), com equagao da reta Y = 23354,5 x — 30344,290 e

regressao linear R? = 0,997, com uma distribuigcdo dos residuos mais uniforme.
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Figura 16. Nova curva analitica apds remog¢éo de uma amostra de glifosato na concentracéo de

30 pg L-1 e outra na concentracdo de 65 ug L-1 da curva analitica da figura 13.

Fonte: Autoria do préoprio autor.

A curva analitica do AMPA preparado pela liofilizagdo nas concentracdes de:

0,1; 1, 5, 10, 30, 65 e 100 ug L' sdo representadas na Figura 17. O ajuste linear

com adig¢ao de linha de tendéncia forneceu a equagao da reta y = 115078,1 x —
285299,4 e coeficiente de regressdo R? = 0,929.

1,4x10" A
1,2x10’ —
1,0x10’ —
8,0x10° —
6,0x10° —

4,0x10° A

Intensidade do sinal (Au)

2,0x10° A

o,o-p/vl
; .
0

T T T T T T T T T
20 40 60 80 100

AMPA (ug L™)

Figura 17. Curva analitica do metabdlito AMPA preparada em agua ultrapura através do

método de preparo de amostra com liofilizagéo e andlise por HPLC com detector de fluorescéncia.

Fonte: Autoria do proprio autor.
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No Anexo B temos os residuos da curva analitica do AMPA. A analise dos
residuos demonstrou presenca de amostras atipicas e erros com distribuicdo nao
uniforme, sendo necessario um ajuste para garantir a adequacéo da linearidade.
Quando retiramos todas as amostras padrdes na concentragédo de 10 ug L' e uma
das amostra padrdo na concentragdo de 65 uyg L' na curva analitica de AMPA
obtemos uma nova curva analitica (Figura 18), com equacao da reta Y = 121131,6

x —11510,5 e regressao linear R? = 0,999.
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Figura 18. Nova curva analitica ap0s retirada de todas amostras na concentracdo de 10 pg L-1

e de duas amostras na concentragéo de 65 pg L-1 e de AMPA na curva analitica da figura 17.

Fonte: Autoria do préprio autor.

5.4.3. Preparo de amostra utilizando SPE C18

Devido a limitacdo das replicatas empregadas na construgdo da curva
analitica, feitas em unicata e analisadas em triplicata, ndo foi possivel empregar

analises estatisticas para otimizag&o da curva.

As curvas analiticas construidas a partir da analise de glifosato e AMPA nas
concentracdes de: 10, 50, 275, 500, 775 e 1000 ug L*; utilizando preparo de

amostras com cartucho SPE Cis sao apresentadas nas Figuras 19 e 20.
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Figura 19. Curva analitica do glifosato preparada em agua ultrapura através do método de
preparo de amostra com SPE C18 e analise por HPLC com detector de fluorescéncia. R2 = 0,9993
e y= 16308 x + 28808.

Fonte: Autoria do préoprio autor.
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Figura 20. Curva analitica do metabdlito AMPA preparada em &agua ultrapura através do
método de preparo de amostra com SPE C18 e analise por HPLC com detector de fluorescéncia.

R2 =0,9996 e y = 23481 x + 120886.

Fonte: Autoria do proprio autor.
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5.4.4. Método de preparo de amostras: SPE vs liofilizacéo

A partir dos dados da equacdo da reta e equacdes quimiométricas foi
possivel calcular LD e LQ para glifosato (GLY) e AMPA preparados por SPE e
liofilizacdo, individualmente, ambos em agua ultrapura. Os resultados séo
demonstrados na Tabela 11.

Tabela 14. Limite de Detecc¢éo (LD) e Quantificacdo (LQ) para padrdes de glifosato (GLY)

e AMPA preparadas em agua, por diferentes métodos de preparo e diferentes eluicdes na andlise

por HPLC com detector de fluorescéncia.

Limite de Deteccao (LD)

Preparo de amostra GLY (ug L) AMPA (ug L™
Liofilizacédo 0,1 0,11
SPE 1,2 2,1
Limite de Quantificacdo (LQ)
Preparo de amostra GLY (ug L) AMPA (ug L)
Liofilizac&o 0,3 0,3
SPE 3,5 6,3

Fonte: Autoria do proprio autor.

Pode-se observar que para a liofilizagdo obtivemos menores limites de
deteccao e quantificacdo, porém, apenas com estes dados nao é possivel fazer
afirmacgdes sobre a sensibilidade dos dois diferentes métodos. A comparacao da
inclinacdo da reta das curvas analiticas (coeficiente angular), utilizando teste t de
Student pareado (vide item 6.3.3.), com Teritico= 2,20 (f = 11, 95%) para glifosato e
Teritico= 2,23 (f = 10, 95%) para AMPA, demonstraram que a inclinagao da curva
analitica construida preparando-se as amostras com liofilizacdo € diferente da
inclinagao da curva analitica construida preparando-se as amostras com SPE Cis,
para ambos os analitos (Tabela 12). A maior inclinagdo da curva analitica torna a
liofilizagcdo o método mais sensivel para preparo e analise das amostras de glifosato
e AMPA quando comparada ao SPE C1s, ou seja, pequenas variagbes de

concentracao resultam em maior variacdo na resposta de analise.



-69-

Tabela 15. Teste t de Student para as inclinagcdes das curvas analiticas construidas com
dois diferentes preparos de amostras, Liofilizacdo e SPE Cus, e analisadas por HPLC com detector
de fluorescéncia.

Curva analitica do glifosato

Liofilizagdo SPE Cus
Coeficiente angular da curva (x) 23354,5 16308,0
Desvio padréo global da curva (s) 230,2 105,4
T calculado 123,54
Resultado T calculado >> teritico Efeito Significativo

Curva analitica do AMPA

Liofilizacao SPE Css
Coeficiente angular da curva (x) 121131,6 23481,0
Desvio padréo global da curva (s) 3954 210,3
T calculado 925,05
Resultado T calculado > teritico Efeito Significativo

Fonte: Autoria do proprio autor.

Portanto, o método de preparo de utilizando liofilizacdo foi selecionado para

a determinacéo de glifosato e AMPA nas aguas superficiais.

5.4.5. Estudo de caso: ocorréncia de glifosato e AMPA na Bacia do

Parana

A determinacdo de glifosato e AMPA nas amostras de agua superficial
coletas nas 21 microbacias no primeiro semestres de 2017 sdo apresentadas na
Tabela 13. Nela sdo apresentados 22 pontos de monitoramento, porém o ponto
10 foi retirado do planejamento em decorréncia da falta de amostrador local,

resultando em 21 pontos de monitoramento em microbacias.



Tabela 16. Teores de glifosato (GLY) e AMPA (ug L) nas microbacias coletadas durante 6 semanas consecutivas no primeiro semestre de 2017.

Data da coleta das amostras em 2017

Ponto Microbacia 15-22 Jan 23 =29 Jan 30 Jan - 05 Fev 06 - 12 Fev 13-19 Fev 20 - 26 Fev
GLY AMPA GLY AMPA GLY AMPA GLY AMPA GLY AMPA GLY AMPA

1 Esquina Meméria | - - 1,92 0,79 0,49 D - - - - - -
2 Esquina Memoria Il - - D - 0,63 0,36 - - - D - -
3 Sanga Shangrila - - D - 0,56 - - - - - - -
4 Corrego Agua Fria - - - - 0,79 14,78 D 1,49 - - - -
5 Sanga Buriti 2,66 0,72 - - 1,38 D 0,69 - - - - 0,32
6 Sanga Pinhal D - 0,50 - D D - - - 0,91 - -
7 Rio Bonito - - D - 0,53 - - - D - 1,51 -
8 Rio Pacuri - - - - - - - - - - - D
9 Rio Moreninha - - D - - - - - - - 2,94 1,03
11 Afluente Rio Azul - - - - 0,78 - - - - -
12 Coérrego Lajeado - 0,59 - - 0,61 - - - - - - -
13 Cérrego Guarani - D - - - - - - - - - -
14 Alto Rio Toledo - D - - 0,95 0,65 - - - - - -
15 Agua Palmito D - - - - - - - . - - 2.02
16 Sanga Ajuricaba - 1,36 - - 1,61 D - - - - - -
17 Cérrego Peaberu - D - 0,37 - - - - - - - -
18 Cérrego Belmonte - D D - - - - - - - D -
19 Lajeado St Rosa 0,53 - - - - 1,11 - - 2,22 - 1,47 D
20 Sanga Tapena - - - - 2,01 - - - - - - -

21 Alto Taturi D - 0,35 - - - - - 2,10 - - -
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Tabela 17. Continuacéo.

22 Cérrego Tamandua 1,79 - D - - - - - - - 1,36 -

Fonte: Autoria do préprio autor.

D = Amostras com concentragfes abaixo do limite de quantificagdo e acima do limite de deteccdo (LQ=0,30pugL-1elLD=0,10pugL -1 paraGLY; LQ=0,32pugL-1elLD=0,11pgL -1
para AMPA)
¥ - = Amostras com concentracdes abaixo do limite de detec¢éo

71
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A Figura 21 representa as microbacias nas quais foi possivel quantificar os
analitos (laranja), detectar os analitos (amarela) e nas quais néo foi detectado (ND)
os analitos (verde) durante todo o periodo de coletas do primeiro semestre de 2017.

N Monitoramento do micropoluente N Monitoramento do micropoluente
er GLIFOSATO em microbacias na BP3 + AMPA em microbacias na BP3
> (Jan-Fev/2017) P (Jan-Fev/2017)
*
A g
Limite y 4 Limite
da BP3 - da BP3
¢ -
Legenda Y Legenda
| >La (0.30ug1) I > La (0,32ug1L)
> LD (0,10ug/L) ’ [ >LD (0,11pglL)
[ o > ; ‘ T
Agua § Agua
0 0 2 40k LB = Linit do oo™ o 2 40km 7 0 = Limie de Deveorse,
L - . ND = No Detectado. b ND = N&o Detectado.

Figura 21. Determinacdo de glifosato (esquerda) e AMPA (direita) nas aguas superficiais
de 21 microbacias coletadas semanalmente entre 15 Jan a 26 Fev de 2017.

Fonte: Divisdo de Reservatério - Programa de Monitoramento e Avaliagcdo Ambiental da
Itaipu. 2017

Ao todo foram analisadas 123 amostras de aguas superficiais no primeiro
semestre de 2017, referente a amostragem realizada semanalmente, sendo que
apenas a amostra do Afluente Rio Azul coletada entre os dias 06 -12 Fev néo foi
analisada. Das amostras analisadas, 30,1% contiveram a presenca de glifosato em
ao menos 01 amostra durante o periodo, sendo: 10,6% das amostras foram apenas
detectadas a presenca do glifosato e 19,5% quantificadas (0,35 — 2,94 ug L%,

minima e maxima concentracdo observada, respectivamente).

O analito AMPA foi encontrado em 20,3 % das amostras: 8,9% detectadas e
11,4% quantificadas (0,32 — 14,78 ug L' minima e maxima concentracdo
observada, respectivamente). Glifosato e AMPA foram encontrados em conjunto,

na mesma data de amostragem, em 10% de todas as amostras analisadas.
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Apesar da quantificacdo de glifosato e AMPA em algumas microbacias, as
concentracbes observadas estdo abaixo do limite maximo pela resolu¢do 357/05
da CONAMA, para rios de classe 02.

As amostragens extraordinarias, ocorridas em dias com precipitacdo acima

de 10 mm de chuva, durante o periodo amostral, sdo representadas na Tabela 14.
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Tabela 18. Concentracdes de glifosato (GLY) e AMPA (ug L) nas microbacias selecionadas, durante a amostragem extraordinaria em periodos de
chuva (primeiro semestre de 2017).

Ponto | Analito Datas no més de Janeiro Datas no més de Fevereiro
16 17| 19 |22 25 [26] 28 [29|31 | 1 | 2 [3]| 5 |6|8|]9]10] 11 |12 [13]|14[15] 22
GLY - 1,33 - - - -
POl AmpA 1,05 D - - - -
GLY 5,10 - 4,90 - ;
P02 Ampa ; D 2,60 ) ]
GLY - - 1,06 - -
P03 amPa 0,73 - 0,62 - -
GLY - ) ) )
P04 amPA - ] ) )
GLY 5,08 - - -
P05 Ampa 1,01 0,68 - -
GLY - - - - - D -
P08 amPa - - ] ] ] ) )
GLY - - - 0,40 5,56
P07 AmPA - ] . . 103
GLY 813 - 2,51 - -
P08 ampa 234 - 0,48 - ;
GLY 2,01 4,17 - -
P09 AMPA 2,36 0,99 . }
GLY 91,91 - - -
P Ampa 1,97 - - ]
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Tabela 19. Continuacéo.

GLY ) ] )
P12 AmPA - - -
GLY - - D - 0,44 - 5,40
P13 aAmPA - - - - - - 1,56
GLY - - - 0,39 - 5,99
P14 Ampa - - - - - 1,40
GLY - -
PIS Ampa - -
GLY 526 - - -
P16 AmPA 092 - - -
GLY 4,69 -
PIT AmpA 1,05 -
GLY - -
P18 AmPA - -
GLY - 0,74
P19 AmPA - -
GLY - 1,80 -
P20 AmPA - - -
GLY D -
P2l AmPA D D
GLY -
P22 AmPA -

Fonte: Autoria do proprio autor.

D = Amostras com concentragdes abaixo do limite de quantificacdo (0,3 pg L -1 para GLY e AMPA) “ —“ = Amostras com concentrag8es abaixo do limite de deteccéo (0,1 pg L -1 para GLY e AMPA)
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Foram analisadas 86 amostras de chuva no periodo de coleta do primeiro
semestre de 2017. Glifosato foi encontrado em 29,1% das amostras, sendo: 4,7%
detectadas e 24,4% quantificadas (0,4 — 91,91 ug L1, minima e maxima observada,
respectivamente). AMPA foi encontrado em 24,4% das amostras: 4,7% detectadas
e 19,7% quantificadas (0,48 — 2,6 ug L, minima e maxima, respectivamente). Os
analitos glifosato e AMPA foram observados em conjunto, na mesma data de
amostragem, em 11,6% de todas as amostras extraordinarias analisadas no
primeiro semestre. A agua superficial do rio Azul (ponto 11), coletada na data 25
Jan, apresentou 91,91 ug L de glifosato, acima do valor maximo de 65 pg L*
permitido para aguas superficiais de classe Il pela CONAMA 357 de 17/03/2005,
classe na qual se enquadra o rio em estudo. Apesar da alta concentracdo
encontrada, observa-se que ela esta abaixo da toxicidade crbénica para microalgas
verdes (NOEC = 200 pg L%), o organismo aquéatico mais sensivel ao glifosato
(BOMBARDI L. M., 2011).

A microbacia rio Azul tem uma &rea estimada em 223 ha e o seu rio principal
possui um comprimento médio de 1808 m, o qual é classificado como rio de
segunda ordem, conforme estabelece a codificacdo Otto resolucdo n° 30/2002 do
CNRH. A cultura predominante do municipio de Ouro Verde do Oeste, cidade no
qual esta inserida a microbacia, € de soja e milho. Quanto ao uso e ocupacao do
solo 88,4% sao utilizados para a agricultura, 0,1% para acudes, 0,6% para
edificacdes, 1,3% ocupados por estradas, 3,01% para pastagens, 0,1% por
banhado, 2,5% por capoeira e 3,9% por floresta (Figura 22) (BENASSI, 2016).
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Legenda
® Ponto amostral
Hidrografia
D Microbacia de contribuigdo
Agncultura
Agudes
Banhado
N . Capoeira Rala
- Edifica¢gdes
jL B cstrada
- Floresta

Pastagem

Figura 22. Microbacia do rio Azul, localizado no municipio de Ouro Verde do Oeste /PR
Fonte: BENASSI. S. F et al. 2016.

A precipitacdo durante o horario de coleta em conjunto com o periodo de
aplicacdo de glifosato na cultura de soja da regido, pode ter sido o fator
determinante para a presenca de altas concentracdes de glifosato no afluente Rio
Azul, pois o glifosato é fortemente ligado ao solo e € carreado para as aguas
superficiais através de escoamento superficial (BORGGAARD & GIMSING, 2008).

Ao compararmos nossos resultados com os da literatura observamos que
nossas amostras se enguadram com alguns estudos, com valores baixos dos
analitos (0,35—-91,91 ug L de glifosato e 0,32 — 14,78 ug L de AMPA). Ao analisar
as aguas superficiais dos canais que abastecem o Parque Nacional do Biscaney
(Flérida, EUA), Ramirez et al encontrou concentracdes de 0,44 - 59,9 ug L* de
glifosato e 1,15 — 9,09 ug L' de AMPA em Fevereiro de 2008 (RAMIREZ,
BELLMUND, & GARDINALI, 2014). Todavia, Hanke et al , ao analisar amostras de
agua superficial, encontrou concentracdes de glifosato de 30 — 390 ng L no lago

Greifensee, e 290 ng L no afluente do lago Murtensee, ambos localizado no estado
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de lllinois (EUA) (HANKE, SINGER, & HOLLENDER, 2008). Ronco et al analisou
amostras superficiais do rio Parana no Paraguai e na Argentina, em apenas 15%
das 23 amostras de agua foi possivel detectar glifosato na faixa de concentracéo
média de 0,6 pug L%, enquanto AMPA ndo teve niveis detectado. No mesmo
trabalho, foi também avaliado sedimentos dos rios, encontrando altas
concentracdes dos analitos, variando de 35 — 3004 ug Kg de glifosato e 4 — 5374
ng Kg'lde AMPA (RONCO, 2016).

5.5. Conclusdes

Os resultados de linearidade, sensibilidade, LD e LQ demonstraram que a
técnica de liofilizacdo apresenta maior desempenho na andlise glifosato e AMPA
por HPLC com deteccao de fluorescéncia quando compara a técnica de SPE com
cartuchos Cis. Apesar da técnica de liofilizacdo pré-concentrar interferentes e nédo
fazer um clean up da amostra seu uso foi eficiente para as amostras reais de aguas
superficiais em estudo.

Os resultados obtidos demonstram que em todas as amostras analisadas os
valores de glifosato e AMPA nas microbacias estudadas, entre 0,35 -34,3ugL' e
0,32 — 14,78 ug L1, respectivamente, estéo abaixo do limite maximo permitido para
aguas superficiais de classe Il preconizado pelo CONAMA 357/2005, classe na qual
se enquadra os rios da BP3. Em apenas uma amostra do periodo de chuva foi
encontrada concentracao acima do permitido pela legislagéo, no valor de 91,91 ug
L.
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6.Capitulo 2

6.1 Introducao

A otimizag&o do preparo de amostra é de fundamental importancia para se
obter resultados precisos e exatos. Idealmente, a técnica de preparo de amostra
deve ser rapida, de baixo custo, de facil execucdo e ser compativel com o
instrumento analitico (BORGES, FIGUEIREDO, & QUEIROZ, 2015).

O desenvolvimento de novos métodos de andlise ou mesmo a modificagdo
de métodos existentes é importante sempre que se perceba o uso desnecessario
de materiais e solventes, desgaste de equipamentos e geracdo excessiva de
residuos. Mas é fundamental que os laboratérios disponham de meios e critérios
objetivos para demonstrar, por meio da validacdo, que os métodos de ensaio
conduzem a resultados confidveis e adequados a qualidade pretendida. A
necessidade de se mostrar a qualidade das analises quimicas esta sendo cada vez
mais reconhecida e exigida, pois dados analiticos ndo confidveis podem conduzir
a decisGes contraditérias e a prejuizos financeiros irrecuperaveis. Para tanto, é
necessario que se faca a validacdo dos métodos analiticos, pois o bom
desempenho de qualquer técnica analitica depende crucialmente de dois
parametros: a qualidade das medias obtidas e a confiabilidade estatistica dos
calculos envolvidos no seu processamento (BRITO, 2003).

Dentro da validacdo de métodos sdo necessarias avaliacbes estatisticas,
uma ferramenta muito mais do que a simples construcéo de gréaficos e calculos de
médias. As informacdes séo obtidas com a finalidade de acumular informacao para
a tomada de decisdo. Dessa forma, a estatistica pode ser vista como um conjunto
de técnicas para planejar experimentos, obter dados, organiza-los, resumi-los,

analisa-los, interpreta-los e deles extrair conclusoées.

6.2. Objetivos especificos
1. Otimizacdo do método de preparo de amostra utilizando liofilizacdo para

analise de glifosato e AMPA em agua,

2. Validar os parametros de desempenho do método de preparo de amostra
analise de glifosato e AMPA em agua: seletividade (efeito matriz), repetibilidade,
linearidade, sensibilidade, limite de deteccao, limite de quantificacéo e estabilidade;
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3. Avaliar a contaminagao por glifosato e AMPA das aguas superficiais da BP3
no periodo de 4 de Setembro a 10 de Novembro de 2017, adotando o método

validado.

6.3.Revisdo Bibliografica

Existem razdes legais, técnicas e comerciais que justificam a implantacdo da
validacdo de métodos analiticos, apesar de ndo haver uma norma estabelecida de
ambito nacional ou internacional. No Brasil, ha duas agéncias credenciadoras para
verificar a competéncia de laboratérios de ensaios, a ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaira) e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial). Estes 6rgaos disponibilizam guias e normas
para o procedimento de validacdo de métodos analiticos. E importante esclarecer
gue resolugbes sdo documentos com poder de lei, que devem ser obedecidos e
guias sao documentos que sugerem uma linha a ser seguida e sao, portanto,

abertos para interpretacéo (RIBANI, 2004).

Diferentes parametros sdo dados pelos guias nacionais e internacionais. A
seguir sdo apresentados os parametros adotados de interesse para o0 presente
trabalho.

6.3.1. Repetibilidade/reprodutibilidade

A repetibilidade representa a disperséo dos resultado e define a faixa dentro
da qual espera-se que o erro aleatorio esteja contido.

Célculos de desvio padrao relativo (Relative Standard Deviation, RSD%) sédo
importantes na descricdo de propagacdo de erros durante as analises.
Normalmente os critérios de aceitacdo para reprodutibilidade variam conforme a
concentracdo do analito. Na Tabela 15 podemos ver os critérios sugeridos pela
associacgao oficial de quimica analitica (Association of Official Analytical Chemistry,
AOAC) para a repetibilidade de diferentes concentracdes do analito (SYNDER &
GLAJCH, 1997).
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Tabela 20. Critérios de aceitacdo do desvio padréao relativo (%) para repetibilidade.

Unidade Razao do analito RSD, %
100 % 1 1,3
10 % 10 1,9
1% 102 2,7
0,1% 103 3,7
100 g L™ 104 5,3
10 pg L 10 7,3
1 g L 106 11
100 pg L 107 15
10 ug L 108 21
1ug L 10 30

Fonte: AOAC, 2012.
O numero minimo de repeticdes para cada nivel de concentracdo varia de
acordo com diferentes documentos de validacdo, mas tipicamente sédo entre 6 e 15
por material usado de estudo (Instituto Nacional de Metrologia, 2016).

Para se obter resultados de RSD(%) aplicamos a equagéo:
s
RSD (%) = < x 100

Onde:
s = desvio padrao do conjunto de amostras

X = média do conjunto de amostras.

6.3.1.1. Deteccao de outilers

Variagdes durante a execugao de um experimento com repetitivos ensaios
sdo esperadas, porém alguns pontos de dados podem parecer ndo se enquadrar
na tendéncia observada pelos outros resultados, seja devido a erros ou mudangas
imprevistas durante um ensaio. A estes pontos denominamos valor anémalo ou
outilers e eles podem ser detectados por meio do uso de dois métodos estatisticos:
teste Q e/ou Teste Tn. (HAGE & CARR, 2012).
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Teste Q

O teste de Dixon (Teste Q) determina se o maior valor de um conjunto de
dados € um outlier. Incialmente coloca-se os dados em ordem crescente de
umeros. Em seguida calcula-se a faixa de valores trabalhado no conjunto de dados
(faixa = maior valor — menor valor). O valor suspeito (xo) € comparado com outro
valor mais proximo dele dentro do conjunto de dados (xn) pelas suas diferengas.
Dessa forma, sdo comparadas as diferengas (xo - xn) com a faixa.
_ |x0 - xnl
0= faixa

Apos esse procedimento, o valor calculado para Q é comparado com um
valor de teste critico (Qc) em um intervalo de confianga que se pretende utilizar. Se
constatado que Q > Qc, o ponto de dados suspeito podera ser considerado um valor
anémalo e rejeitado (AOAC, 2012).

O teste Q utiliza-se de céalculos simples, mas apresenta varias desvantagens:
nao faz uso de todas as informacdes disponiveis, ja que emprega apenas trés
valores (Xo, xn € faixa) do conjunto de dados e; ndo é correto usar os valores para

eliminar mais de um ponto do mesmo grupo de resultados (HAGE & CARR, 2012).

Teste Th

Com ele, se calcula a diferenca entre a média geral do conjunto de dados
(média, x) e o valor anbmalo suspeito (xo). Em seguida, dividi-se o valor absoluto
dessa diferenca pelo desvio-padrao dos dados de todo o conjunto (s), 0 que da uma
razdo chamada Ty, indicando que Tn € igual ao nimero de desvios-padrao que
separam Xo € X (HAGE & CARR, 2012).

Tn =
S

O ponto de corte em que xo pode ser considerado um valor anémalo € dado

por um valor critico T".
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6.3.2. Linearidade

Linearidade de um procedimento analitico é a sua habilidade (dentro de uma
dada faixa) em obter resultados os quais sdo diretamente proporcionais a
concentracédo do analito na amostra (NETO, SCARMINIO, & BRUNS, 2010). Ela
expressa a faixa na qual o sinal analitico, denominado variavel dependente vy, é
linearmente proporcional a sua concentracdo, denominada variavel independente
Xj, € a equacado matematica que descreve esta dependéncia & conhecida como
curva analitica.

A linearidade de um método ndo pode ser observada apenas por meio do
grafico dos resultados de resposta em funcédo da concentracdo do analito, pois
apenas o valor do coeficiente de correlagdo ndo € suficiente para garantir a
adequacao do ajuste linear a curva de calibragdo. Modelos de calibracdo com alto
residuo no sinal analitico ou ponto mal distribuido ao longo da faixa de calibracdo
poderdo fornecer um bom coeficiente de correlagcdo, mesmo que uma funcéo linear
nao seja a melhor descricao para o comportamento entre as variaveis dependentes
e independentes (RIBEIRO, 2008). Para evitar problemas de falta de ajuste durante
a modelagem, fez-se necessaria a analise cuidadosa do gréfico de residuos do
sinal analitico e a aplicacdo de testes para determinar a faixa na qual a curva de
calibracdo apresenta um bom comportamento linear. Antes de fazer a regressao
linear, deve ser verificada a auséncia de valores discrepantes (em inglés, outliers)
para cada nivel de concentracdo e a homocedasticidade (igualdade das variancias)
dos dados (AOAC, 2012).

6.3.3. Seletividade

7

Seletividade é o grau em que o método pode quantificar o analito na
presenca de outros analitos, matrizes ou de outro material interferente. Um método
gue produz respostas para varios analitos, mas que pode distinguir a resposta de

um analito da de outros, é chamado seletivo (AOAC, 2012).
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6.3.3.1. Efeito Matriz

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no
desempenho da medicao. Esses interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal,
comprometendo o resultado. Logo, no estudo de seletividade € necessario verificar
também a existéncia de efeito de matriz.

Nesta situacdo tem-se a necessidade do uso de um modelo estatistico para
0 estudo do efeito matriz. Segundo INMETRO o estudo do efeito matriz pode ser
conduzido com o preparo de duas curvas analiticas, que contenham a mesma
adicdo de analito para cada nivel de concentragdo. Uma curva € preparada com
adicdo de analito na matriz das amostras (que ja contém um nivel do analito) e a
outra curva analitica ndo inclui a matriz da amostra. Devem ser preparados, no
minimo, 5 niveis de concentracdo com 3 replicatas por nivel (RIBEIRO, 2008).

Para este experimento foi testada a hipétese de que a matriz ndo interfere
na inclinacédo da curva de adicdo padréo. Para testar o modelo estatistico utilizamos
t de Student com modificacbes, com um desvio-padrdo comum (Spool) que reflete a
variagcdo em ambos os resultados (HAGE & CARR, 2012).

Spool = (ny — 1) X (51)% + (np — 1) X (5,)?
poot= (ng +n, —2)

Nessa equacado, s1 € S2 sdo 0s desvios-padrdo estimados para os dois
conjuntos de dados, e ni e n2 representam o numero de pontos em cada um desses
conjuntos (curva analitica). Assim como pode-se usar S1 0u S para determinar 0s
desvios-padréo das médias X1 e X2, € usar Spool Para obter um desvio-padréo para a
média combinada (Sxpool), que € encontrada por meio da equacéo abaixo (HAGE &
CARR, 2012).

Spool
/ (ny X ny)
(n1 + ny)

Um modo de obter Sxpool € considera-lo uma média da incerteza na diferenca

Sxpool =

entre x1 € X2. Se X1 e X2 representam o mesmo valor, sua diferenca (X1 - x2) devera
ficar dentro de um nuimero razoavelmente pequeno de desvios-padrdo para essa
diferenca. Isso significa que se pode comparar (X1 - X2) diretamente com Sxpool € USAr
sua razao para fornecer um valor t de Student nessa comparacéo (HAGE & CARR,
2012).
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%1 — x|

- Sxpool
Um valor pequeno para essa relacédo pode indicar que os dois resultados séo
aproximados e, provavelmente, representam o0 mesmo numero. Uma vez que
calculado esse valor t de Student, deve-se comparar com um valor critico (tc),
conforme obtido para o nivel de confian¢a selecionado e usando f = (n1 + n2 - 2)
como graus de liberdade. Se t for menor ou igual a tc, pode-se dizer que X1 e X2
representam o mesmo valor em nivel de confianca selecionado (HAGE & CARR,

2012).

6.3.4. Sensibilidade

A sensibilidade trata-se de uma medida de como a resposta muda a medida

gue a quantidade de analito ou a propriedade da amostra varia.

6.3.4.1. Inclinacdo da curva analitica

A forma mais comum de descrever a sensibilidade de um método € usar a
inclinacdo da curva analitica. Um método que segue uma resposta linear (y = mx +
b) tera uma sensibilidade igual a inclinacdo (m) da regresséao linear. Um método
com inclinacdo acentuada em sua curva analitica ter4 alta sensibilidade,
possibilitando observar pequenas diferencas na concentracdo de um analito
(AOAC, 2012), tornando mais facil a discriminagdo entre duas amostras que
contenham quantidades semelhantes de analito.

Quando se deseja comparar a sensibilidade de duas ou mais curvas
analiticas, faz-se necessario o uso de ferramentas estatisticas. Pode-se utilizar o
teste t de Student, descrito no item 6.3.3.1. deste capitulo, para confirmar a
existéncia de diferenga significativa entre a inclinagdo das curvas analiticas
comparando-se seus coeficientes angulares. Caso essa diferenca seja significativa,
pode-se afirmar que a curva analitica de maior inclinacdo é a de maior
sensibilidade, pois pequenas variagdes na concentracao do analito resultaram em

maiores respostas em sua analise.
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6.3.5. Limite de deteccao

O limite de deteccéo (LD) é a menor concentracdo da espécie de interesse
que pode ser detectada pela técnica instrumental (Instituto Nacional de Metrologia,
2016).

Diferentes métodos para estimar o limite de deteccdo podem ser
empregados.

Métodos da avaliacao/percepcdo visual baseiam-se na percepcao da
resposta da concentracdo do analito ou propriedade observada. Neste método
sucessivas diluicdes com concentracfes baixas conhecidas de analito séo feitas
até se encontrar a menor concentracdo possivel de ser detectado. Uma relacdo
sinal/ruido de 3:1 ou 2:1 é geralmente aceitavel para estimativa do limite de
deteccao. E importante ressaltar que a regido do ruido do branco deve ser a mesma
do sinal medido (Instituto Nacional de Metrologia, 2016).

Outro método muito utilizado para estimar LD é através da curva analitica,

utilizando a equacao:

Onde:
s = desvio padrdo da resposta do branco, e, quando o branco néo gera sinal,
pode-se adotar o valor do desvio padrdo do menor nivel da curva analitica.

b = inclinacao (coeficiente angular) da curva analitica

6.3.6. Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo (LQ) é a mais baixa concentracdo que pode ser
guantificada dentro dos limites de precisdo e exatiddo do método durante as
operacdes de rotina do laboratorio (Instituto Nacional de Metrologia, 2016).

Assim como o LD, LQ pode ser determinado de diferentes formas. Pela
avaliacao/percepcao visual o0 método segue o0 mesmo utilizado para estimar LD,
porém a relacao tipica para determinar o limite de quantificacdo é de sinal/ruido é
de 10:1. Também pode ser adotadas rela¢des sinal/ruido 6:1 e 5:1, em fungéo do
método (Instituto Nacional de Metrologia, 2016).

A determinacédo através da curva analitica pode ser estimada pela equacao:
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Onde:
s = desvio padrdo da resposta do branco, e, quando o branco néo gera sinal,
pode-se adotar o valor do desvio padrdo do menor nivel da curva analitica.

b = inclinacdo (coeficiente angular) da curva analitica.

6.3.7. Estabilidade

Para gerar resultados confiaveis e reprodutiveis, as amostras, os padroes e
reagentes devem ser estaveis por um periodo razoavel (por ex. um dia, uma
semana, um més, dependendo da necessidade). A estabilidade das amostras e
padrbes é importante em termos de temperatura e tempo. Se uma solucdo nao for
estavel em temperatura ambiente, a diminuicdo da temperatura pode aumentar sua
estabilidade (SYNDER, J., & GLAJCH, 1997).

Em certos tipos de amostras, faz-se necessario avaliar a estabilidade da
substancia para determinar o tempo de estocagem. Conhecendo a estabilidade, as
analises podem ser completadas antes de ocorrer a degradacéo (RIBANI, 2004).

Segundo a diretiva da Unido Europeia sobre o desempenho de métodos
analiticos e a interpretacao de resultados, o tempo de armazenamento pode ser
selecionado como 1, 2, 3 e 4 semanas ou maior, caso seja necessario, até ser
possivel observar o primeiro fenbmeno de degradacédo dos analitos (96/23/CE,
2002). Para isto, devemos confirmar a hipétese de que houve perda significativa
com o decorrer do tempo, sendo necessario a aplicacdo do teste t de Student para

um valor de referéncia.

_ loc; — ul

t
Sx

Onde:
X = resultado da média experimental
u = valor de referéncia
Sx = desvio padrdo da média experimental
Caso seja obtido um tcalculado < teritico, pode-se dizer que X e u ndo Sséo

significativamente diferentes no nivel de confianga selecionado.
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Sempre que possivel deve-se utilizar amostras reais. Quando isso nao for
possivel, deve-se usar a matriz fortificada com a substancia a analisar (HAGE &
CARR, 2012).

6.4. Materiais e métodos
6.4.1. Reagentes e materiais

Padrdes analiticos de Glifosato (= 99,7%, CAS: 1071-83-6), AMPA (= 98,0%,
CAS: 1066-51-9) e FMOC-CI (299.0%, CAS: 28920-43-6) foram comprados de
Fluka® Analytical (USA).

Padrdes derivatizados Glifosato-FMOC (98,0%, CAS: n/a) e AMPA-FMOC
(98,0%, CAS:195306-88-8) foram comprados de Dr Ehrenstorfer® GmbH
(Germany).

Acetonitrila (for HPLC, gradiente grade, = 99.9%, CAS: 75-05-8) e Acido
Fosforico (285 wt. % H20, 299.9% trace metals basis, CAS: 7664-38-2) adquiridos
de Sigma-Aldrich® (EUA).

Borato de sédio (Borax, P.A, CAS: 1303-96-4) obtido a partir de Synth® e
Acido Bérico (P.A, CAS: 10043-35-3) obtido de Neon®, ambos de industria

brasileira.

6.4.2. Instrumentagao

Para o preparo de amostras utilizou-se liofilizador de bancada Christ (Alpha
1-2 LD Plus). Para separagéao e quantificagdo dos analitos utilizou-se Cromatografia
Liquida de Ultra-alta Eficiéncia (Ultra-High Performance Liquid Cromatography,
UHPLC), no modo HPLC, com sistema consistindo de uma bomba de dois pistdes,
um degaseificador e auto-injetor, acoplada com detector de fluorescéncia (Modelo
Dionex UltiMate 3000, Thermo Scientific, Germania). Ultilizou-se coluna
cromatografica de fase reversa Ace 5 (C18, 5.0 um, 250x4.6 mm i.d.) mantida a 25
°C, injecdes com volume de 20 uL e a deteccao dos analitos derivatizados realizada
por fluorescéncia em comprimento de onda de excitagao (Aexc) € emissao (Aem) de

260 nm e 317nm, respectivamente.


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=1071-83-6&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=1066-51-9&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=pt&region=BR&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=28920-43-6&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=pt&region=BR&focus=product
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6.4.3. Otimizacao do preparo de amostra por liofilizacéo

Resultados do estudo feitos no capitulo 1 demonstraram que o preparo de
amostra utilizando liofilizagao e analise por HPLC, com detector de fluorescéncia,
sdo sensiveis para determinacao de glifosato e AMPA em aguas superficiais. No
presente capitulo realizou-se estudos de otimizagao para tornar estas técnicas mais
sensiveis, rapidas e econdmicas, resultando em uma nova parte experimental.

Inicialmente as amostras de agua superficial foram filtradas em filtros de
acetato de celulose 0,45 ym. Em seguida, uma aliquota de 10 mL de amostra foi
introduzida em tubo Falcon de 50 mL e levada a refrigeragdo a — 80°C. O tubo
contendo a amostra congelada foi recoberta com papel laminado contendo
pequenos furos em sua superficie a fim de evitar contaminagao e perdas durante a
liofilizagdo. Em seguida, a amostra foi liofilizada por aproximadamente 72 h, até
secagem completa, sob alto vacuo e temperatura de -10 °C. Apds, seu volume foi
reconstituido com 2 mL de agua e a amostra foi derivatizada com 240 uL de 40
mmol L' tamp&o de borato (pH 9), 800 uL de acetonitrila e 120 yL de solugdo de
1,6 mg mL' FMOC-CI preparada em acetonitrila. O tubo Falcon foi agitado
suavemente durante 30 s em vortex e a reacao finalizada apés 30 min. Apds a
reacdo uma aliquota de 2 mL de amostra derivatizada foi colocada em balédo de 5
mL e seu volume completado com agua. Em seguida a amostra foi filtrada em filtro

PTFE e armazenada a 4°C para posterior analise cromatografica.

6.4.4. Otimizacdo do modo gradiente na analise cromatografica

No presente capitulo realizou-se testes para diminuir o tempo de corrida e
aumentar a o tempo de separagao de glifosato e AMPA durante a analise
cromatografica descrita no capitulo 1, para as amostras preparadas com a
liofilizacdo. Para a separagao e quantificagdo dos analitos utilizou-se HPLC com
coluna de fase reversa C1s e detector de fluorescéncia em modo gradiente.

Testou-se o0 modo de elui¢do, modificado de Druart et al (DRUART, 2011),
com diferentes proporgdes de acetonitrila (ACN, solvente B) e H3PO4 0,05% (pH

2,5, solvente A) com vazdo de 1 mL min'. O modo de gradiente selecionado foi
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aquele de maior tempo de separagao entre glifosato e AMPA em um menor tempo

de corrida cromatografica.

6.4.5. Validacdo do método

Com o objetivo de confirmar que os métodos sdo apropriados para o uso
pretendido utilizou-se as orientacdes sobre validacdo de métodos analiticos do
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) DOQ-
CGCRE-008 Reviséo 05 — Agosto 2016.

Seis parametros foram selecionados para a validacdo o método de analise
de glifosato e AMPA nas aguas superficiais da BP3: Seletividade (efeito matriz),

repetibilidade, linearidade, limite de deteccéao, limite de quantificacéo e estabilidade.

6.5.Resultados e Discussodes
6.5.1. Otimizagao do método

6.5.1.1. Preparo de amostra

Alguns estudos feitos com o objetivo de otimizar a técnica de preparo de
amostras pela liofilizagao foram realizados.

Testes com 10, 20 e 30 mL de amostras fortificadas com glifosato e AMPA
levadas a liofilizacdo demonstraram que quanto maior o volume de amostra
liofilizada maior sera a area do analito no cromatograma obtido por HPLC com
detector de fluorescéncia.

Testes com diferentes volumes de agua, acetonitrila, tampao de borato 40
mM (pH 9) e 1,6 mg mL"" de FMOC-CI, mantendo todos na proporgao de 100: 40:
12: 6 (v:v:v:v), respectivamente, demonstraram que um maior rendimento de reacao
€ obtido quando se utiliza maiores volumes de solventes e reagentes.

Teste com diferentes volumes de agua na diluigdo final do processo de
preparo de amostra demonstraram que quanto menor a diluicdo maior sera a area
do analito no cromatograma obtido por HPLC com detector de fluorescéncia.

No presente estudo, foi testado o método com e sem tampao borato 40 m
mol' (pH 8) durante a diluicdo final do preparo de amostra e os resultados

revelaram que nao existe a necessidade do tampao.
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Testou-se adigcao de acido aspartico como padrao interno na analise, porém
nao foi possivel detectar sua presencga durante a corrida cromatografica.

Como resultado dos estudos foi possivel ter a redugéo no volume de solvente
e reagentes utilizados na reagdo de derivatizagdo assim como um aumento na

sensibilidade da analise dos analitos.

6.5.1.2. Otimizacao da analise cromatografica

Diferentes modos de elui¢cdo utilizando acetonitrila (ACN, solvente B) e

H3PO4 0,05% (pH 2,5, solvente A) com fluxo de 1 mL min-' foram testados:

Modo gradiente com diferentes proporc¢des do solvente B: 0 min, 5%; 3 min,
5%; 23 min, 45%; 28 min, 95%; 33 min, 5% e 38 min 5% (Figura 23).

100
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ACN (%)
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0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (min)

Figura 23. Modo gradiente | utilizado na andlise de glifosato e AMPA por HPLC com detector de

fluorescéncia.

Fonte: Autoria do proprio autor

A eluicao e separacao dos analitos sao apresentadas na Figura 24.
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Figura 24. Cromatograma obtido com o modo gradiente da Figura 23.

Fonte: Autoria do proprio autor

Modo gradiente com diferentes propor¢des do solvente B: 0 min, 5%; 23 min,
45%; 28 min, 95%; 33 min, 5% e 36 min 5% (Figura 25)
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Figura 25. Modo gradiente Il utilizado na andlise de glifosato e AMPA por HPLC com detector de
fluorescéncia.

Fonte: Autoria do proprio autor

A eluicao e separacao dos analitos sao apresentadas na Figura 26.
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Figura 26. Cromatograma obtido com o modo gradiente da Figura 25.

Fonte: Autoria do proprio autor

[I. Modo gradiente com diferentes proporgdes do solvente B: 0 min, 15 %; 10
min, 15%; 20 min, 45%; 25 min, 95%; 30 min, 15% e 36 min 15% (Figura 27).
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Figura 27. Modo gradiente Ill utilizado na andlise de glifosato e AMPA por HPLC com detector de
fluorescéncia.

Fonte: Autoria do proprio autor

A eluigdo e separagao dos analitos sdo apresentadas na Figura 28.
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Figura 28. Cromatograma obtido com o modo gradiente da Figura 27.

Fonte: Autoria do proprio autor

V. Modo gradiente com diferentes propor¢des do solvente B: 0 min, 10 %; 7
min, 10%; 17 min, 40%; 23 min, 40%; 27 min, 90%; 30 min, 90%; 35 min, 10% e
38 min 10% (Figura 29).
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Figura 29. Modo gradiente IV utilizado na analise de glifosato e AMPA por HPLC com detector de

fluorescéncia.

Fonte: Autoria do préprio autor
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A eluicao e separacgao dos analitos sao apresentadas na Figura 30.
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Figura 30. Cromatograma obtido com o modo gradiente da Figura 29

Fonte: Autoria do proprio autor

Selecionou-se 0 modo gradiente contendo o maior tempo de separagao entre
os analitos no cromatograma bem como o menor tempo total de corrida de analise:
modo gradiente Il, com tempos de 21,25 min para Glifosato e 22,75 min para AMPA
e tempo total de corrida de 36 min. A confirmacao dos tempos de retengao foram
feitas pela analise dos padrdes derivatizados glifosato-FMOC e AMPA-FMOC nos
diferentes métodos de eluigéo.

Os ensaios de melhoria na eluigdo dos analitos na analise cromatografica
resultaram em um menor tempo de corrida cromatografica como pode ser visto na

Figura 31.
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Figura 31. Fase movel gradiente utilizada antes da otimizagdo metodoldgica, com diferentes
proporcdes de ACN: de 0 a 7min, 10%; 27 min, 45%; 32 min, 95%; 37min, 10%; reequilibrando as
condicdes iniciais até completar 42 min de corrida (esquerda); Nova fase mével gradiente, com
diferentes propor¢cbes de ACN: 0 min, 5 % de B; 23 min, 45%; 28 min, 95%; 33 min, 5 %;

reequilibrando as condic¢des iniciais até completar 36 min de corrida (direita).

Fonte: Autoria do proprio autor

Outra contribuicdo com o método otimizado foi um aumento na sensibilidade
na analise cromatografica, no qual concentragdes menores de glifosato e AMPA
eluidas com o método otimizado possuem areas similares aqueles obtidos com

concentragcbes maiores eluidas com o método nao otimizado (Figura 32).
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Figura 32. Cromatograma dos padrbes glifosato (27,5 min) e AMPA (29,2 min) nas
concentracdes de 200 pg L-1 com o método ndo otimizado (esquerda). Cromatograma dos padrfes
glifosato (21,0 min) e AMPA (22,5 min) nas concentracfes de 65 pg L-1 preparados com o método

otimizado (direita).
Fonte: Autoria do proprio autor
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6.5.2.Validagao do método
6.5.2.1. Efeito Matriz

Para o estudo de efeito matriz construiu-se duas curvas analiticas, a primeira
em agua ultrapura e a segunda na agua superficial da microbacia Cérrego Agua
Fria. Esta microbacia foi selecionada devido ao facil acesso de amostragem e
também por ndo conter a presenca de glifosato e AMPA nas semanas coletadas de
15 de Set — 8 Out, periodo utilizado para os estudos de efeito matriz. Ambas as
curvas foram construidas, para glifosato e AMPA, nas concentracfes de 1; 2,5; 5;
15; 30; 45 pg L' Para cada concentracdo foram preparadas triplicatas
independentes de amostra. Cada réplica de preparo de amostra foi analisada em
duplicata de injecdo cromatogréafica, resultando em 6 replicatas de dados
cromatograficos para cada ponto na curva analitica. Os dados sdo apresentados

na Figura 33 e 34.
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Figura 33. Curva analitica do glifosato em agua ultrapura (183101,4 x -116999; R2 = 0,998)
e na agua da matriz advinda da microbacia cérrego Agua Fria (y = 142919 x + 147217,5; R2 =
0,998).

Fonte: Autoria do proprio autor.
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Figura 34. Curva analitica do metabélito AMPA: em agua ultrapura (260947,8 x + 11039,1;

R2 = 0,997) e na agua da matriz advinda da microbacia corrego Agua Fria (225355 x + 150187,5;

R2 = 0,996).

Fonte: Autoria do proprio autor.

Para comparacdo do efeito de matriz realizou-se o teste t de Student

pareado, com Tcritico= 2,23 (f =10, 95% de confiangca). Os resultados séo

apresentados na tabela 16.

Tabela 21. Teste t de Student para as inclinagbes das curvas analiticas, tanto na agua

ultrapura quanto na matriz.

Curva analitica do glifosato

Agua Matriz
Coeficiente angular da curva (x) 1,83E+05 1,4E+05
Desvio padréo da curva (s) 1,7E+03 1,3E+03
T calculado 46,31
Resultado T calculado >> teritico Efeito Significativo
Curva analitica do AMPA
Agua Matriz
Coeficiente angular da curva (x) 2,6E+05 2,2E+05
Desvio padréo da curva (s) 3,3E+03 3,6E+03
T calculado 17,78
Resultato T calculado > teritico Efeito Significativo

Fonte: Autoria do préprio autor.
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Tanto glifosato quanto AMPA apresentaram efeito da matriz sobre suas
andlises, desta forma, o estudo dos outros parametros de validacdo foram

realizados na matriz do analito.

6.5.2.2. Repetibilidade

Novas concentracdes foram inseridas na curva analitica na matriz. A faixa
linear de trabalho para a construgédo da curva do glifosato compreende-se entre a
faixa inferior, na concentragdo de 0,025 ug L' do limite de detecgao estipulada pela
relagcéo sinal/ruido 10:1 (vide item 6.5.2.4.), e a faixa superior na concentragao de
68 ug L' (acima da concentragdo maxima permitida pelo CONAMA, de 65 ug L)
Calculos de RSD demonstraram pequenas variagdes entre as replicatas de cada
ponto da curva analitica da matriz. Porém as concentragées 0,025; 0,25 e 1 ug L-*
da curva analitica de glifosato (GLY) e 0,25 e 1 yg L' na curva de AMPA,
demonstraram grandes variagdes de erros em suas analises (Tabela 17), estando
acima dos valores recomendados pela AOAC, que em concentragdes menores ou

igual a 1 yg L' o RSD nao deve ultrapassar o valor de 30.

Tabela 22. Valores do desvio padrdo relativo (%) para a curva analitica de glifosato (GLY)
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e AMPA nas aguas da matriz.

GLY (ug L-1) Média Desv Pad RSD
0,025 9,2E+03 1,3E+03 14
0,25 5,7E+04 1,1E+05 192,6

1 2,7E+05 9,8E+04 36,5
2,5 4,2E+05 1,0E+04 2,4
5 9,0E+05 5,1E+04 5,6
15 2,4E+06 1,2E+05 5.2
30 4,4E+06 3,1E+04 0,7
45 7,3E+06 7,1E+05 9,7
65 1,1E+07 5,1E+04 0,5
68 1,1E+07 1,8E+05 1,7
AMPA (pg L-1) Média Desv Pad RSD
0,025 3,1E+04 4,4E+03 13,9
0,25 1,4E+05 3,0E+05 215,8
1 5,8E+05 9,8E+05 167,3
2,5 5,9E+05 2,0E+04 3,4
5 1,4E+06 9,4E+04 6,8
15 3,5E+06 9,2E+04 2,6
30 6,7E+06 5,3E+04 0,8
45 1,1E+07 3,1E+05 2,9
65 1,6E+07 1,4E+05 0,9
68 1,6E+07 2,3E+05 1,4

Fonte: Autoria do préprio autor.

Aplicou-se teste Q e Tn para a detecgao de valores andmalos (outliers) nas
concentracdes das curvas analiticas que apresentaram valores de RSD acima do
recomendado (Tabela 17). Utilizou-se intervalos de confianga de 95% para ambos
os testes, com Tncritico = 1,16 € Qcritico = 0,97.
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Tabela 23. Aplicagdo do teste Q e Tn para detecgdo de valores andmalos na curva de

calibracéo de glifosato e AMPA na matriz.

Teste Q
) Concentragdao Comparacao
Analito 4 Qmenor/maior
(llg L ) IQmenor/maiorI e chitico
0,25 -0,05/0,95 |Qmenor/maiorl < Qeriico Insignificante
Glifosato
1 -0,37/0,63 [Qmenormaiorl < Qeritico Insignificante
0,25 -0,07/0,92 |Qmenor/maiorl < Qeriico  Insignificante
AMPA
1 -0,08/0,91 [Qmenormaiorl < Qeritico Insignificante
Teste Ty
Analito (ug LY Replicata  Tncaiculado Comparagdao Significancia
1 0,11 ITNcalculadol < TNeritico Insignificante
0,25 2 0 ITNcalculadol < TNeritico Insignificante
3 1,88 ITNcalculadol > T Neritico Significante
Glifosato
1 0,82 ITNcatcutadol < TNeritico Insignificante
1 2 0 ITNcalculadol < TNeritico  Insignificante
3 1,39 ITNcatcutadol > TNeritico Significante
1 0,15 ITNcalculadol < TNeritico  Insignificante
0,25 2 0 ITNcalculadol < TNeritico Insignificante
3 1,86 [T Ncarculadol > TNeritico Significante
AMPA

1 0 ITNcalcutadol < TNeritico Insignificante
1 2 1,85 ITNcarculadol > TNeritico Significante
3 0,17 ITNcatcutadol < TNeritico Insignificante

Fonte: Autoria do proprio autor.

E de suma importancia ressaltar que cada concentracdo da curva analitica,

de ambos os analitos, foram feitos em triplicatas de preparo de amostra e duplicata

de injecdo cromatografica, resultando em 6 dados cromatograficos por pontos da

curva. Os resultados apresentados na tabela para o teste Tn s&o as médias de cada

unicata de preparo de amostra.

Os resultados do teste Q para glifosato e AMPA ndo demonstraram outliers

nas curvas, porém o teste Tn demonstrou a presenca de outiliers em uma das

replicatas de cada ponto. Sendo assim, exclui-se os outiliers da curva analitica e os

valores de RSD que estavam fora do recomendado foram recalculados (Tabela 18).
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Tabela 24. Novos valores de RSD para as curvas analiticas de glifosato e AMPA na matriz

apos a retirada dos outliers.

GLY (ug L-1) Média Desv Pad RSD (%)
0,25 5,16E+04 6,80E+03 13,18
1 2,27E+05 4,64E+04 20,40

AMPA (ug L-1) Média Desv Pad RSD (%)
0,25 1,18E+05 2,61E+04 22,11
1 5,02E+05 9,47E+04 18,86

Fonte: Autoria do proprio autor.

Com o reajuste das curvas analiticas foi possivel obter valores RSD dentro

do recomendado, garantindo uma maior confiabilidade nos resultados.

6.5.2.3. Linearidade

As curvas analiticas foram processados pelo software Origin©. Construiu-se
a curva na agua da matriz. Utilizou-se como critério para a sele¢éo da faixa superior
a possibilidade de detectar concentracbes de glifosato acima do permitido pela
legislacdo CONAMA 357 de 17/03/2005, de 65 pg L para aguas superficiais de
classe I, classe na qual se enquadra as microbacias. Nao foi possivel aumentar a
faixa superior de trabalho devido a sensibilidade do detector para altas
concentracdes, a qual extrapola a capacidade de saturacéo do detector.

A curva analitica para glifosato na agua da matriz é apresentado na Figura
35, nas concentragdes: 0,025; 0,25; 1; 2,5; 5; 15; 30; 45; 65 e 68 ug L. O ajuste
linear com adig&o de linha de tendéncia forneceu a equacéo da reta: y = 165033,3

X — 49342,6 e coeficiente de regressao R? = 0,995.
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Figura 35. Curva analitica do glifosato na agua da matriz.

Fonte: Autoria do proprio autor.

O gréfico de residuos da curva analitica do glifosato € apresentado no anexo

A faixa linear de trabalho para a construcdo da curva do metabdlito AMPA
compreende-se entre a faixa inferior, na concentracdo de 0,25 ug L do limite de
deteccdo estipulada pela relacdo sinal/ruido 10:1 (vide item 6.5.2.4.), e a faixa
superior na concentracdo de 68 pg L, selecionada com os mesmos critérios
estabelecidos para a faixa superior de trabalho do glifosato.

A curva analitica para AMPA na agua da matriz € apresentada na Figura 36,
nas concentracgdes: 0,25; 1; 2,5; 5; 15; 30; 45; 65 e 68 ug L-'. O ajuste linear com
adicao de linha de tendéncia forneceu uma equacgéao da retay = 238711,1 x+ 1700,9

e coeficiente de regressao R? = 0,998.
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Figura 36. Curva analitica do AMPA na agua da matriz.

Fonte: Autoria do proprio autor.

O gréfico de residuos da curva analitica do AMPA é apresentado no Anexo

Para a determinacdo de glifosato e AMPA nas amostras das aguas
superficiais da BP3 utilizou-se as curvas analiticas preparadas na matriz

apresentadas na Figura 34 e 35.

6.5.2.4. Limite de detecgao e quantificagao

Dois métodos foram utilizados para determinar o LD de ambos os analitos,
glifosato e AMPA. O primeiro consistiu em diluicbes da menor concentragdo da
curva analitica na matriz até a obteng¢ao de uma relacao sinal/ruido 5:1. O segundo
método foi através da curva analitica, construida na matriz, como recomendado
pelo INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, 2016).

Para a determinacdo do LQ de ambos os analitos também fez-se uso dos
métodos da relagao sinal/ruido, na proporcao 10:1, e da curva analitica, construida
na matriz, como recomendado pelo INMETRO.

Os resultados para LD e LQ por ambos os métodos de determinacao sao

apresentados na Tabela 20.
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Tabela 25. Limite de Deteccéo (LD) e Quantificagcao (LQ) para glifosato e AMPA na agua

da matriz.
Glifosato (ug L)

Método de determinacao LD LQ
Relagao sinal/ruido 0,0125 0,025
Curva analitica 0,026 0,078

AMPA (ug L)

Método de determinagao LD LQ
Relacao sinal/ruido 0,025 0,25

Curva analitica 0,36 1,09

Fonte: Autoria do préprio autor.

Os menores limites de deteccao e quantificagao foram obtidos pela relagao
sinal/ruido, sendo este 0 método adotado para o presente trabalho: LD = 0,025 ug
L'e LQ = 0,0125 ug L1 para o glifosato e; LD = 0,025 uyg L' e LQ = 0,25 pug L™
para AMPA.

6.5.2.5. Estabilidade

O estudo foi realizado tanto na agua ultrapura quanto na matriz. Diferentes
tubos falcon contendo 10 mL* amostras com 25 pg L de glifosato (GLY) e AMPA
foram mantidas congeladas a — 20 °C. Semanalmente 6 tubos falcon, triplicatas
com os analitos na agua e na matriz, foram analisadas. Inicialmente as amostras
foram transferidas do freezer de — 20 °C para o ultra freezer a — 80 °C. Ap6s 1 hora
no ultra freezer as amostras foram enviadas para a liofilizacdo e preparadas com o
método otimizado no item 6.4.3. Os dados das areas dos cromatogramas obtidos
pela andlise de glifosato e AMPA por HPLC com detector de fluorescéncia séo

apresentados na Tabela 21.



-106-

Tabela 26. Areas dos sinais analiticos e seus respectivos desvios-padréo, para glifosato e

AMPA, ap6s analises semanais das amostras congeladas a — 20 °C.

GLIFOSATO
Agua pura Matriz
Semana _ -
Area Desvio padréo Area Desvio padréao
0 4.3E+06 1,3E+05 2,9E+06 5,9E+03
1 3,3E+06 2,4E+05 3,2E+06 1,1E+05
2 3.2E+06 3.1E+05 3,3E+06 3,0E+05
3 3.7E+06 4.1E+05 3,5E+06 1,7E+05
4 2 9E+06 1,6E+05 3,7E+06 4,3E+04
8 3.7E+06 1,7E+05 3,9E+06 1,5E+05
AMPA
emana ' Agua pura ' Matriz
Area Desvio padrao Area Desvio padrao
0 6,9E+06 1,2E+05 5,8E+06 8,8E+04
1 6,4E+06 3,0E+05 5,9E+06 1,1E+05
2 6,4E+06 2,7E+05 6,1E+06 4,9E+05
3 6,6E+06 3,3E+05 6,2E+06 2,9E+05
4 6,4E+06 5,4E+04 6,6E+06 3,5E+04
8 6,7E+06 2,6E+05 6,8E+06 9,4E+04

Fonte: Autoria do proprio autor.

Teste T ndo pareado utilizando valor de referéncia dos analitos (semana 0)

e Teritico = 4,30 (N = 3, 95%) sdo apresentados na Tabela 22. Para os calculos

utilizou-se os seguintes parametros: x sendo a média experimental do analito apés

a semana i, u sendo o valor de referéncia (média experimental da semana 0) e sx

o desvio padrdo da média experimental do analito na semana i. Os dados foram

retirados da Tabela 21 para os calculos.
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Tabela 27. Teste t de Student para verificagdo da estabilidade de glifosato e AMPA durante

8 semanas.
Estabilidade na Matriz

Semana Tcalculado GLY Tcalculado AMPA Comparagéo Significancia
1 3,2 0,7 Tecalculado < Teritico Insignificante
2 1,4 0,6 Tealculado < Teritico Insignificante
3 3,9 1.4 Tealculado < Teritico Insignificante
4 19,5 20,5 Tecalculado 2 Teritico Significante
8 6,8 9,8 Tealculado = T eritico Significante

Estabilidade na Agua ultrapura

Semana Tealculado GLY Tealculado AMPA Comparacéo Significancia
1 4,2 1,7 Tealculado < Teritico Insignificante
2 3,5 1,9 Tecalculado < Teritico Insignificante
3 0,7 1,0 Tecalculado < Teritico Insignificante
4 9,1 9,0 Tealculado = T eritico Significante
8 3,4 1,0 Tealculado < Teritico Insignificante

Fonte: Autoria do proprio autor.

Os testes sugerem que ndo houve perda de sinal analitico de glifosato e
AMPA na matriz, pois ndo ocorreu diminui¢cdo do sinal. Todavia, foi observado um
aumento de sinal significante de 12 % a partir da segunda semana, chegando a
36% ap0s oitava semana para o glifosato. Para AMPA o aumento de sinal ocorreu
somente apods a quarta semana com 12 %, chegando a 15% na oitava semana ha
matriz (Tabela 22).

Em &gua pura observou perda de sinal analitico significativo de 13% a partir
da quarta semana. Para AMPA observou-se perda insignificante, abaixo de 7% em
todas as semanas em agua pura (Tabela 22). Pelos mesmos motivos mencionados
acima, ndo podemos afirmar que tais variacdes sao reais.

N&o é possivel concluir de forma categdrica que essas variacdes sao reais,
pois nao utilizou-se padréo interno estavel que assegurassem os resultados. Havia
sido prevista a utilizacdo de acido aspartico como padrdo interno, como sugerido
pela metodologia de Ramirez et al (2014)55, contudo, o composto n&o eluiu de forma
adequada, conforme relatado no presente trabalho (vide 6.5.1.1.) e, devido a
problematicas burocraticas, ndo houve tempo habil para a compra e utilizacdo de
outro padrdo para o experimento. Deve-se considerar que o0 detector de

fluorescéncia pode apresentar variacdo da intensidade de sinal dependendo do
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namero de horas de utilizacdo da lampada e também do nimero de horas de uso
continuo. Considerando a possibilidade que a perda de estabilidade seja devido a
lampada, este resultado ndo invalida o resultado das analises realizadas na
primeira coleta, pois as amostras reais foram quantificadas com padrbes
preparados no momento da analise. Uma hipotese é a possibilidade de que algum
outro composto presente na matriz esteja degradando e seu produto de degradacao
co-elua com o analitos em questdo, portanto, ndo podendo afirmar que tais
variacfes sejam realmente reais. Caso sejam variacdes reais os teores de glifosato
nas amostras da primeira coleta estariam super estimados em 36% e o de AMPA
15 % (Tabela 20). Com relagdo a segunda coleta, as amostras foram analisadas
imediatamente apos a coleta

Segundo Kylin H (2013), o glifosato se liga de forma diferentes aos metais e
coloides em diferentes pH, afetando sua disponibilidade para a analise. Segundo
seus estudos o tempo de meia-vida do glifosato em aguas naturais: em temperatura
ambiente (20 °C) e pH natural (préximo de 7), seu tempo de meia-vida € de 10 — 12
dias a luz ambiente, e de 10 — 20 dias no escuro. Quando armazenado na geladeira,
(4°C) e em pH natural (proximo de 7) seu tempo de meia-vida aumenta para 21 —
42 dias. Essa perda se deve em parte devido a sua complexacédo reversivel com
cations ou coloides, e que s6 podem ser revertidos, em partes, por acidificacao das
amostras antes de sua analise ou antes do seu armazenamento.

Ao compararmos as meédias dos resultados obtidos com as amostras
coletadas no primeiro semestre (Tabela 13 e 14) com as amostras coletadas no
segundo semestre de 2017 (Tabela 24 e 25), vemos que, apesar dos resultados de
estabilidade, os resultados estdo proximos (Tabela 23). E de importancia ressaltar
que os dados do primeiro e do segundo semestres apresentam limites de
quantificacdo diferentes: 0,30 ug L para glifosato e 0,32 ug L* AMPA para as
andlises do primeiro semestres; 0,025 ug L para glifosato e 0,25 ug L™ para AMPA
para as andlises do segundo semestre. A comparacao foi possivel pois os valores
mais baixos quantificados foram similares para os diferentes semestres foram

similares (Tabela 23).
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Tabela 28. Menores concentracdes obtidas nas analises das amostras nos dois diferentes

periodos de coleta de 2017: 15 de Jan — 26 Fev (primeiro semestre) e 4 Set — 10 Out (segundo

semestre).
AMOSTRAS FIXAS

Analito 15 de Jan — 26 Fev 4 Set — 10 Out
Glifosato (ug L?) 0,35 0,36
AMPA (ug L) 0,32 0,65

AMOSTRAS EXTRAS (com chuva 2 10mm)

Analito 15 de Jan — 26 Fev 4 Set — 10 Out
Glifosato (ug L) 0,40 0,31
AMPA (ug LY) 0,48 0,50

Fonte: Autoria do proprio autor.

6.5.3.Estudo de caso: ocorréncia de glifosato e AMPA na Bacia do
Parana 3.

A amostragem seguiu 0 procedimento estabelecido para pesticidas
organofosforados pela Agéncia Nacional das Aguas — ANA no Guia Nacional de
Coleta e Preservacédo de Amostras de Agua, Sedimento, Comunidades Aquaticas
e Efluentes Liquidos no qual determina que as amostras devem ser armazenadas
sob refrigeracdo a 4°C (+/- 2°C) em até 7 dias. Diferentemente das amostras
coletadas no primeiro semestre, que foram analisadas ap6s 2 meses de
congelamento, as amostras coletadas no periodo do segundo semestre de 2017
foram analisadas dentro do prazo de 7 dias.

Os frascos foram de vidro ambar utilizados na coleta foram reutilizados ap6s
passarem por lavagem especial: inicialmente deixou-se de molho o frasco de vidro
em detergente extran 2 %, seguida do ensaboamento e enxague em agua de
torneira. Apos o enxague o frasco foi preenchido com agua de torneira e levado
para o ultrassom durante 20 min em 60 °C, afim de se remover qualquer vestigio
do detergente. Em seguida o frasco foi calcinado a 200 °C (acima da temperatura
de degradacéo (180 °C) do glifosato e AMPA). Logo apds, enxaguou-se o frasco
com agua destilada e passou-se acetona para sua rapida secagem e remocao de
vestigios bacteriologicos que possam degradar a amostra.

A determinacdo de glifosato e AMPA nas amostras de &gua superficial

coletadas nas 21 microbacias no segundo semestres de 2017 s&o apresentadas na
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Tabela 24. Na tabela séo apresentadas 22 pontos de microbacias, porém o ponto

10 foi retirado do planejamento, resultando em 21 pontos de microbacias
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Tabela 29. Determinagdo de glifosato (GLY) e AMPA (ug L) nas aguas superficiais das 21 microbacias da BP3, coletadas no segundo semestre de 2017.

N icrobacia 4 -10 Set 11 - 17 Set 18— 24 Set | 24 Set — 1 Out 2 -8 0ut 8 — 13 Out
GLY | AMPA | GLY | AMPA | GLY | AMPA | GLY | AMPA | GLY | AMPA | GLY | AMPA
1 Esquina Memédria | D - - - - D - - - - - D
2 Esquina Memodria Il - - - - - - - - - - - D
3  Sanga Shangri-la - D - - - - - - - - 0,48 -
4  Corrego Agua Fria 0,40 D D - - - - - - - D D
5 Sanga Buriti - D D 0,75 - - - - - - 0,36 -
6 Sanga Pinhal 1,65 D - D - - - - 0,37 D D -
7 Rio Bonito - - - - - - - - - - - -
8 Rio Pacuri - - - D - - - - - - - -
9 Rio Moreninha - D - D - - - - - - D -
11 Afluente Rio Azul 0,41 D 0,39 - - - - - - - 0,43 -
12 Corrego Lajeado D - - - - - - - - - 0,62 -
13 Coérrego Guarani - D - - - - - - - - 0,87 -
14 Alto Rio Toledo - - D - - - - - D - D -
15 Agua Palmito D - D - D - - - 0,36 - D -
16 Sanga Ajuricaba - - 0,36 0,65 - - D D 0,36 - 0,52 -
17 Cérrego Peaberu - - - - - - - - D - D D
18 Corrego Belmonte - - 0,38 - - - 0,40 D D - 0,37 D
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Tabela 30. Continuagéo.

19 Lajeado St Rosa D - - - - - 0,43 D D - 0,38 -

20 Sanga Tapena 0,36 D - - D - 0,37 D 0,36 - D D

21 Alto Taturi D - - - - - - - D -

22 Corrego - - - - - D - D - - - -
Tamandua

Fonte: Autoria do proprio autor.

D = Amostras com concentrag6es abaixo do limite de quantificagdo (0,025 pg L -1 para GLY e 0,25 pg L -1 para AMPA)

— " = Amostras com concentra¢@es abaixo do limite de deteccéo (0,0125 pg L -1 para GLY e 0,025 pg L -1 para AMPA)
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Ao todo foram analisados 124 amostras de aguas superficiais no segundo
semestre de 2017 coletadas semanalmente, de forma consecutiva, sendo que a
amostra da microbacia rio Bonito, com previsdo de coletas entre os dias 4 -10 Set,
bem como da microbacia Alto Taturi, com previsdo de coleta entre os dias 8 - 13
Out, ndo foram coletadas devido a falta de amostrador no local nestas datas. Das
amostras analisadas, 37,1% contiveram a presenca de glifosato: 19,3% detectadas
e 17,7% quantificadas, sendo: 0,36 — 1,65 pg L' minima e maxima concentracéo
observada, respectivamente). Enquanto que AMPA foi encontrada em 21,8% das
amostras: 20,2% detectadas e 1,6% quantificadas (0,65 e 0,75 ug L1). Glifosato e
AMPA foram encontrados em conjunto em 12,1% de todas as amostras analisadas.

A quantificagdo de glifosato e AMPA apresentaram valores abaixo da
concentracdo maxima permitida para aguas superficiais de classe II, conforme
preconizada pela CONAMA 357/2005, classe na qual se enquadra as microbacias
em estudo.

As amostragens extras, em dias com precipitacdo acima de 10 mm de agua
dentro do periodo amostral, coletadas como demonstrada anteriormente (vide

5.3.4, Capitulo 1) séo representadas na Tabela 25.



Tabela 31. Teores de glifosato (GLY) e AMPA (ug L-1) nas microbacias selecionadas em periodos de chuva (segundo semestre de 2017).
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Datas no més de Setembro

Datas no més de Outubro

Ponto Analito
19] 25 | 26 | 29 [ 30 2 6 | 7 | 8 9 | 10 | 15
pop  GLY D - 0,46
AMPA - 0,90 D
po2  OLY - D -
AMPA D - -
po3  CLY 0,44 - 0,39
AMPA - - -
pos  GLY D 0,91
AMPA - 0,50
pos  OLY 0,58 - 048 0,58
AMPA D 07 - -
pog  OLY 0,31 0,38 049 043
AMPA - - - -
po7  GLY D -
AMPA - D
pog  CLY ] ]
AMPA - D
pog  GLY ] ]
AMPA D -
b1y  OLY D - -
AMPA - - -
p1p  OLY 0,47 D
AMPA D D
p13  OLY 0,42 D 041
AMPA 14 - 0,50
p14a  OLY - D -

AMPA




Tabela 32. Continuagéo.
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p15  OLY
AMPA
p1s  CLY
AMPA
p17  GLY
AMPA
pig  GLY
AMPA
po  GLY
AMPA
ppo  OLY
AMPA
p21  GLY
AMPA
p22  GLY
AMPA

D
D

0,31

0,63

0,37

0,56

D
D
0,37 -
D -
D
D
1,03

0,37

0,46

0,38

0,40

0,36

0,37

0,37

* Chuva na hora da coleta

Fonte: Autoria do proprio autor.

D = Amostras com concentragdes abaixo do limite de quantificacéo (0,025 pg L -1 para GLY e 0,25 ug L -1 para AMPA)

” —“ = Amostras com concentragdes abaixo do limite de deteccéo (0,0125 pg L -1 para GLY e 0,025 pg L -1 para AMPA)
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Ao todo foram analisadas 69 amostras de chuva no periodo de coleta do
primeiro semestre de 2017. O glifosato foi encontrado em 65,2% das amostras:
27,5% detectadas e 37,7 % quantificadas (0,31 — 0,91 pg L'1). AMPA foi encontrado
em 33,5% das amostras: 24,8% detectadas e 8,7% quantificadas (0,5 — 1,4 ug L.
Glifosato e AMPA foram encontrados em conjunto em 30,4% de todas as amostras

analisadas.

6.6.Concluséao

A otimizacdo do método de preparo de amostra por liofilizagdo demonstram
maior sensibilidade na deteccdo dos analitos, reduzindo o limite de quantificacéo e
deteccdo para o glifosato e AMPA. Além disto, houve uma reducdo no uso de
solventes organicos utilizados durante o preparo e analise quando comparado ao
método de SPE, apresentando-se um método ambientalmente mais amigavel.

As microbacias situadas na Bacia do Parana 3 apresentaram baixas
concentragdes de glifosato e AMPA, menores que o limite maximo permitido para
aguas superficiais de classe Il, preconizado pela CONAMA 357/2005, classe na
qual se enquadra as microbacias em estudo, ndo sendo, portanto, consideradas
quantidades significativas.

Maiores investigacdes fazem-se necessarias para a determinacdo da
estabilidade dos analitos, tanto na matriz como em agua ultra, com a utilizacéo de
padrdo interno estavel e/ou acidificacdo das amostras antes do seu
armazenamento. Tanto os resultados das analises quanto a bibliografia nos
sugerem que o glifosato ndo permanece em aguas superficiais, sendo
provavelmente fixado no solo. Desta forma, a continuidade do trabalho seria o
estudo da dinamica deste analito entre agua e solo. Apesar de ja existirem alguns
estudos sobre o assunto, uma peculiar caracteristica da regido é a presenca do

lato-solo, no qual ndo existe nenhum estudo publicado sobre este tipo de dinamica.
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Anexos

Anexo A — Gréfico de residuos demonstrando anormalidades na curva analitica

apresentada na Figura 15. Dados fornecidos pelo software Origin®.
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Anexo B — Gréfico de residuos demonstrando anormalidades na curva analitica

apresentada na Figura 17. Dados fornecidos pelo software Origin®.
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Anexo C — Grafico de residuos da curva analitica do glifosato preparada na

matriz apresentados na Figura 35. Dados fornecidos pelo software Origin®.
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Anexo D — Gréfico de residuos da curva analitica do AMPA preparada na

matriz apresentados na Figura 36. Dados fornecidos pelo software Origin®.
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