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Resumo: O crescimento da populacdo mundial e consequentemente da demanda
por alimentos e insumos agricolas, desafia a agricultura a aumentar a produtividade
e qualidade das safras, fazendo o uso de pesticidas no combate de pragas que
geram a perda das lavouras. Os herbicidas sdo uma classe de pesticidas
amplamente utilizados na agricultura no combate de ervas daninhas e s&o
potencialmente toxicos ao meio ambiente e a saude humana. O glifosato € o
herbicida mais comercializado mundialmente, por ser um composto de amplo
espectro pés-emergéncia e ndo seletivo para o controle de plantas indesejaveis. Em
decorréncia do uso extensivo desse herbicida e da sua toxicidade, o presente estudo
tem como objetivo otimizar e validar um método de determinacdo do glifosato em
agua com derivatizacao pré-coluna com o reagente cloroformiato de 9-fluorenilmetil
com analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por
fluorescéncia. A validacdo do método apresentou resultados satisfatérios, com
coeficiente de correlacéo de 0,9995, limite de deteccdo de 0,0324 ug L? e limite de
guantificacdo de 0,0324 pg L1, coeficientes de variacdo para a repetibilidade e
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precisdo intermediéria inferiores a 6,41% e 9,22%, respectivamente, e 0s niveis de
recuperacao entre 96,83% e 103,73%.

Palavras-chave: herbicida, validacéo analitica, cromatografia liquida.

Introducéo

A agricultura ampliou e modernizou as suas atividades ao longo dos anos
para atender a crescente demanda por alimentos e insumos agricolas, devido ao
constante crescimento populacional. Esses fatores motivam o uso de pesticidas nas
lavouras para o combate de pragas e consequentemente o melhoramento genético
das culturas, para que se tornem resistentes a esses compostos. Os pesticidas
aumentam a produtividade e qualidade das safras e maximizam o retorno econdmico
(IMFELD; VUILLEUMIER, 2012).

Os herbicidas sdo uma classe de pesticidas amplamente utilizados na
agricultura no combate de ervas daninhas. O glifosato € o herbicida mais
comercializado mundialmente e tem como seu principal metabdlito o acido
aminometilfosfénico (AMPA). Este herbicida € um composto organofosforado de
amplo espectro pos-emergéncia e nao seletivo para o controle das plantas
indesejaveis. Seu mecanismo de acdo consiste na inibicdo de enzimas que
interferem na sintese de aminoacidos e consequentemente no crescimento das
plantas que o absorvem. (GEERDINK, 2020; ZHANG et al., 2020).

A sua ampla utilizagdo resulta na contaminagdo do solo e da agua, por
derramamento, escoamento superficial ou lixiviagdo, causando efeitos adversos a
salde humana e aos organismos expostos no meio ambiente, o que levam os
orgdos competentes a desenvolverem regulamentacdes definindo as quantidades
maximas de residuos desse agrotéxico na agua, solo, ar e alimentos. Em
decorréncia do uso extensivo desse herbicida, das regulamentacdes restritivas e
preocupacdo com a contaminacdo ambiental é essencial o desenvolvimento de
métodos analiticos para a sua quantificacdo no meio ambiente (RAVIER, 2019;
ZHANG et al., 2020).

Métodos cromatograficos para a analise do glifosato, de acordo com a
literatura, incluem cromatografia de ions (IC) (SATO et al., 2001), cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) (MOTOJYUKU et al., 2008),

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas tandem (GC-MS/MS)
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(ROYER et al., 2000), cromatografia gasosa com deteccdo fotométrica de chama
(GC-FDP) (KATAOKA et al., 1996), cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas (HPLC-MS) (BOTERO-COY et al, 2013; LIAO et al., 2018),
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tandem (HPLC-MS/MS)
(MAREK; KOSKINEN, 2014), cromatografia liquida com deteccdo ultravioleta
(HPLC-UV) (HANKE; SINGER; HOLLENDER, 2008; KHROLENKO; WIECZOREK,
2005) e cromatografia liquida com detector de fluorescéncia (HPLC-FLD) (DRUART
et al., 2011; WANG et al., 2016).

A cromatografia liquida é a técnica mais empregada para analise desse
herbicida, em razdo ao seu carater i6nico e a sua baixa volatilidade. Porém, para
deteccdo com ultravioleta ou por fluorescéncia é necessario que ocorra 0 processo
de derivatizacdo, devido a falta de grupos croméforos ou fluor6foros em sua
estrutura, respectivamente. Os agentes de derivatizacdo mais utilizados sado o
cloroformiato de 9-fluorenilmetil (FMOC-CI), 4-cloro-7-nitrobenzofurazan (NBD-CI),
2,2-diidroxi-hidrindeno-1,3-diona (ninidrina), I-fluoro-2,4-dinitrobenzeno (DNP), o-
ftalaldeido-mercaptoetanol (OPA-MERC) e cloreto de p-toluenossulfonila (TsCl). A
derivatizacao pré-coluna com FMOC-CI € comumente utilizada, pois ele reage com a
amina secundéaria do glifosato, produzindo derivados estaveis e altamente
fluorescentes (QIAN et al., 2009; WANG et al., 2016).

Baseado nesses aspectos, este trabalho objetiva o desenvolvimento e a
validacdo de um método rapido, de baixo custo e eficaz para a determinacdo do
glifosato em amostras de agua, realizando a derivatizacao pré-coluna com FMOC-CI
com andlise por HPLC-FLD.

Metodologia
Reagentes, Solucbes e Equipamentos

Todos os reagentes utilizados sdo de grau analitico. Padrédo de glifosato
Pestanal® (pureza =298%) foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Solucéo
estoque do padrdo de glifosato na concentragdo de 50 mg L foi preparada em agua
ultrapura (resistividade 18,2 MQ cm) obtida pelo sistema Barnstead Nanopure
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). As solucdes de trabalho foram preparadas

por diluicdo da solucdo estoque do padréo de glifosato. Solugao estoque do agente
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de derivatizacdo cloroformiato de 9-fluorenilmetil (pureza 298%) na concentragao de
10 g L foi preparada em acetonitrila (para HPLC, grau gradiente, pureza 299,9%)
ambos obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). As solucbes de glifosato e
FMOC-CI foram estocadas a 4°C.

Tampdo borato foi preparado com tetraborato de sdédio decahidratado
(BioXtra, pureza 299,5%) obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) a pH 9, que
foi ajustado hidroxido de sodio 0,1 M (Synth, Sdo Paulo, Brasil). Tampéao fosfato 0,05
M, pH 5,5, utilizado na fase mével foi preparado com fosfato de potdssio monobasico
(pureza 299,5%) obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e o pH foi ajustado

com hidréxido de potassio 6 M (Dinamica Quimica, Sao Paulo, Brasil).
Derivatizacdo do Glifosato com FMOC-CI

O método de derivatizacao do glifosato proposto neste trabalho foi baseado
no método de Le Bot et al. (2002), com modifica¢des. 2,5 mL do padrao de glifosato
foram transferidos para um tubo de polipropileno de 15 mL, seguido da adi¢éo de
500 pL do tampéao borato 0,05 M (pH 9) e 500 pL do FMOC-CI 0,5 g L™t. A mistura foi
homogeneizada no vortex por 1 min e mantida em repouso por 60 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, a mistura foi filtrada em um vial com filtro de seringa de
membrana de celulose regenerada de 0,45 um e analisada imediatamente por
HPLC-FLD.

Estudo da Reacéo de Derivatizacéo

Revista Vozes dos Vales — UFVIM — MG — Brasil — N2 22 — Ano XI — 10/2022 — UFVIM — QUALIS/CAPES -
LATINDEX LATINDEX --ISSN: 2238-6424 - https://revistas.ufvjm.edu.br/vozes/ - DOI: https://doi.org/10.70597/vozes.v11i24.1293


http://www.ufvjm.edu.br/vozes

A otimizacao das condi¢cOes de derivatizacao do glifosato foi realizada para se
determinar a concentracdo de FMOC-CI, a concentracdo de tampao borato e o
tempo de reacdo que resultaram em uma maior area do pico do glifosato no
cromatograma gerado.

O estudo de todos os parametros foi feito com o padréo de glifosato a 50 pug L-
1, As concentracdes do reagente de derivatizacdo FMOC-CI variaram em 0,25, 0,5, 1
e 1,5 g LY, mantendo o tempo de derivatizacdo de 30 min e tampéo borato 0,05 M.
As concentragdes de tampéao borato avaliadas na reagao foram de 0,04, 0,05 e 0,06
M, com o tempo de reacdo de 30 min e 1 g L' de FMOC-CI. E o tempo em que a
mistura foi mantida em repouso variou em 5, 15, 30, 45, 60 e 80 min, mantendo a

concentragdo de tampdao borato e FMOC-Cl em 0,05 M e 1 g L%, respectivamente.
Validagdo Analitica

O método analitico proposto neste trabalho foi validado de acordo com as
diretrizes da ANVISA (2017) e do INMETRO (2020). Os parametros validados foram
seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e limite de
guantificacao.

A seletividade do método foi avaliada pela comparacdo dos cromatogramas
obtidos pela analise da matriz isenta do padrédo do glifosato com a matriz contendo o
analito de interesse na concentracdo de 50 pg L*. A linearidade foi verificada
através curva de calibracdo, preparada com a solucdo padrédo de glifosato nas
concentragbes de 1, 2,5, 5, 12,5, 25 e 50 ug L, em triplicata. O estudo da precisdo
foi realizado por meio da repetibilidade e precisdo intermediaria (realizada em dois
dias consecutivos), expressa como desvio padrao relativo, para as concentracoes de
1, 2,5 e 12,5 pug L, com cada solugdo preparada em triplicata. A exatiddo foi
avaliada através de ensaios de recuperacdo, fortificando-se amostras com
quantidades conhecidas do analito, nas concentracdes de 12,5, 25 e 50 pg L1, com
determinacdes em triplicata. O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacéo
(LQ) foram determinados com base na relacdo de 3 e 10 vezes o desvio padrdo do

menor nivel da curva de calibracao, respectivamente.

Condigbes Cromatograficas
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As analises cromatograficas foram realizadas por um sistema HPLC Flexar
PerkinElmer (Waltham, MA, EUA), equipado com uma bomba quaternéria,
amostrador automatico e um detector de fluorescéncia. O controle do sistema,
aquisicdo e processamento de dados foram realizados pelo software Chromera. A
separacgao foi realizada utilizando uma coluna de fase reversa C18 HyperSelect ODS
PerkinElmer (150 mm x 4,6 mm, 5 um i.d.). A fase mével foi composta por tampéo
fosfato 0,05 M (pH 5,5): acetonitrila (60:40), com modo de eluicdo isocratico. A
temperatura do forno da coluna foi ajustada para 25°C e o volume de injecéo foi de
20 pL. O tempo total da corrida foi de 15 min com a taxa de fluxo de 0,8 mL mint. O
comprimento de onda utilizado para detecg¢ao do glifosato foi de Aex = 265 nm € Aem =
315 nm.

Resultados e Discusséo
Otimizacédo e Reacao de Derivatizagcao
Efeito da Concentragdo do FMOC-CI

A razdo molar entre o analito e o reagente de derivatizacdo afeta a formacéo
do produto derivatizado. Para que a reacdo ocorra de forma efetiva, um excesso de
FMOC-CI deve ser adicionado a amostra, pois 0 agente de derivatizacdo ndo reage
somente com 0s analitos, mas com outras aminas, aminoacidos e agua, presentes
na amostra, formando subprodutos, como o FMOC-OH, que né&o interferem na
determinacao do glifosato (NEDELKOSKA; LOW, 2004; WANG et al., 2016).
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Figura 1 — Efeitos da concentracdo do FMOC-CI (0,25, 0,5, 1e 1,5 g L) na area
do pico cromatografico com o padrédo de glifosato a 50 pug L, tampéo borato
0,05 M e tempo de reacéo de 30 min

Dessa forma, a influéncia da concentracdo do FMOC-CI na reacdo de
derivatizacao foi estudada. As concentracdes do reagente de derivatizacdo variaram
em 0,25, 0,5, 1 e 1,5 g L. A Figura 1 mostra a resposta para o glifosato avaliada
pela area do pico cromatografico para os diferentes niveis do FMOC-CI. Observou-
se uma menor resposta do glifosato para a concentracdo de 0,25 g L, enquanto
gue para as demais concentracdes, ndo houve mudancas significativas na area do
pico do analito. Portanto, a fim de se obter uma melhor resposta analitica e reduzir o
excesso de agente de derivatizacdo, a concentracédo de 0,5 g L™ foi definida para os

demais experimentos.
Efeito da Concentracéo do Tampéao Borato

A concentracdo adequada do tampao borato na reacdo de derivatizacdo é
necessaria para manter a acao do tampao e tornar o meio basico estavel para que a
reacao ocorra de forma eficaz (WANG et al., 2016).

Assim, foi verificado se a concentracdo do tampéao borato interfere diretamente
na reagcao de derivatizagcdo. As concentracdes avaliadas foram de 0,04, 0,05 e 0,06
M e os resultados obtidos foram apresentados na Figura 2. Observou-se que na

concentracdo de 0,04 M a reacdo de derivatizacdo ndo ocorreu de forma efetiva.
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Contudo, a resposta para o glifosato aumentou para as concentracdes do tampao
em 0,05 e 0,06 M, ndo havendo diferencas significativas entre as duas areas. O
aumento da concentracdo do tampao na reacdo promove a reatividade do grupo
amina, que perde o hidrogénio e se liga ao grupo carboxila do FMOC-CI, em meio
bésico, favorecendo o processo de derivatizacdo (VOLLHARDT et al., 2013). Dessa
forma, a concentracdo do tampao borato a 0,05 M foi selecionada para os testes

posteriores.
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Figura 2 — Efeitos da concentracéo do tampao borato (0,04, 0,05 e 0,06 M) na
area do pico cromatografico com o padréo de glifosato a50 ug L, 0,59 L de
FMOC-CI e tempo de reagcdo de 30 min

Efeito do Tempo de Derivatizacao

O tempo em que a reacédo de derivatizacdo ocorre € um fator importante para
assegurar que o0s analitos sejam completamente convertidos em formas
derivatizadas e passiveis de deteccdo. Desse modo, o tempo de equilibrio
necessario para a reacao de derivatizacao variou em 5, 15, 30, 45, 60 e 80 min. A
Figura 3 mostra os tempos de derivatizacao avaliados e as respectivas areas dos

picos cromatograficos do glifosato.
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Figura 3 — Efeitos do tempo de derivatizacao (5, 15, 30, 45, 60 e 80 min) na area
do pico cromatografico com o padréo de glifosato a50 ug L, 0,5g L1 de
FMOC-CI e tampé&o borato 0,05 M

Os resultados mostram que a area do pico do glifosato aumentou
gradativamente com o aumento do tempo de reagédo. Entretanto, os tempos de 60 e
80 min ndo apresentaram diferencas significativas na resposta para o glifosato.
Portanto, para se obter um melhor rendimento da reacao de derivatizagcdo e uma
maior produtividade nas analises, foi definido o tempo de reacdo de 60 min para os

demais testes.
Validagdo Analitica
Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através da comparacdo dos
cromatogramas referentes a matriz isenta do analito (FIG. 4), contento apenas
FMOC-CI e tampé&o borato, com a matriz fortificada com o padrao de glifosato (FIG.
5), analisada ap6s a reacdo de derivatizacdo. A analise de ambos o0s
cromatogramas evidencia que o método proposto € seletivo, pois nenhum outro pico
foi observado no tempo de retencdo do glifosato, em 2,3 min, indicando que a

amostra ndo possui componentes que interferem no desempenho da medicéo.
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Figura 4 — Cromatograma referente a matriz isenta do analito, contendo FMOC-
Cl e tampéao borato, com anélise por HPLC-FLD
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Figura 5 — Cromatograma obtido a partir da determinac&o do padréo de
glifosato derivatizado na concentracdo de 50 pug Lt por HPLC-FLD

Linearidade

Foi construida a curva de calibracdo para o glifosato no intervalo de 1-50 pg L
1 (FIG. 6) e os parametros referentes a curva foram apresentados na Tabela 1.

A curva analitica para o padrdo de glifosato apresentou uma relagéo linear
entre os resultados, que foi reafirmada através da determinacdo do coeficiente de
correlacdo, que apresentou um valor satisfatério, maior que o valor minimo exigido
pela ANVISA (2017). Dessa forma, o método analitico apresentou linearidade na
faixa de trabalho estudada, pois o valor do coeficiente de correlagéo foi superior a
0,99.
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Figura 6 — Curva de calibracdo do glifosato

Tabela 1 — Parametros da equacéo de regressao do método de HPLC-FLD
proposto para determinacédo do glifosato

Parametros Valores
Coeficiente de determinagéo (r?) 0,99918
Coeficiente de correlacéao (r) 0,99959
Coeficiente angular (a) 1,98874E8
Coeficiente linear (b) 5,36872E8
Faixa de concentragao (ug/L) 1-50

Precisao

Foi avaliada a repetibilidade e a precisdo intermediaria, expressas como
coeficiente de variacdo, para as concentracbes de 1, 2,5 e 12,5 pg L? e os
resultados obtidos foram apresentados na Tabela 2.

Os coeficientes de variacdo calculados para os ensaios de precisdo foram
inferiores a 6,41% e 9,22%, para a repetibilidade e precisdo intermediéria,
respectivamente. Visto que os valores obtidos sdo menores que 15%, que € o limite
recomendado pelo INMETRO (2020), conclui-se que o método proposto € preciso

para a determinacao do glifosato.

Tabela 2 — Resultados do ensaio de precisdo para o glifosato

Concentracao (ug/L) Coeficiente de Variacao (%)

Revista Vozes dos Vales — UFVIM — MG — Brasil — N2 22 — Ano XI — 10/2022 — UFVIM — QUALIS/CAPES -
LATINDEX LATINDEX --ISSN: 2238-6424 - https://revistas.ufvjm.edu.br/vozes/ - DOI: https://doi.org/10.70597/vozes.v11i24.1293


http://www.ufvjm.edu.br/vozes

-16 -

Repetibilidade Preciséo Intermediaria

1 0,7887 1,8194
2,5 0,2501 1,0006
12,5 6,4184 9,2210

Exatid&do

A exatidao foi avaliada por testes de recuperacdo para as concentracfes de
12,5, 25 e 50 ug L. Os resultados obtidos da concentracdo média e da recuperacao

do analito foram apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados do estudo de recuperacao do glifosato
Concentracao adicionada Concentracdo medida

Recuperacéo (%)

(ng/L) (média £ DP) (ug/L)
12,5 12,10 £ 0,776 96,83
25 25,93 £ 0,284 103,73
50 49,34 £ 0,242 98,70

DP: desvio padréo.

A exatiddo do método foi evidenciada através das porcentagens de
recuperacao obtidas, que apresentaram valores satisfatérios, variando de 96,83% a
103,73%, dentro do intervalo de 80 a 110% preconizado pelo INMETRO (2020).

Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacao

A estimativa do limite de deteccao e do limite de quantificagcéo foi feita a partir
da curva analitica, visto que esse método fornece melhores resultados ao nivel de
traco. Para o calculo de ambos os parametros foi utilizado o desvio padrdo do menor
nivel da curva de calibragdo, correspondente a concentragdo de 1 pg L, visto que o
branco néao gerou sinal.

Os resultados obtidos para o limite de deteccédo e o limite de quantificacdo
foram de 0,0324 pg L e 0,1082 ug L?, respectivamente, indicando que o método
analitico apresenta alto nivel de confiabilidade na deteccdo e quantificacdo de

baixas concentragdes de glifosato.

Conclusao
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Nesse estudo, foi realizada a otimizacdo e validacdo de um método analitico
rapido e eficaz para a quantificacdo do glifosato em agua, utilizando derivatizacéo
pré-coluna com FMOC-CI e analise por HPLC-FLD.

O método de derivatizagdo proposto apresentou sensibilidade adequada, com
limite de deteccdo e quantificacdo de 0,0324 pg L' e 0,1082 pg L7,
respectivamente, abaixo dos limites maximos estabelecidos pelos 6rgéos
regulamentadores nacionais e internacionais, para aguas destinadas ao consumo
humano, permitindo a quantificagdo de concentragdes muito baixas desse analito em
agua. A linearidade do método na faixa de trabalho estudada foi alcancada, com um
coeficiente de correlacdo de 0,9995. Os coeficientes de variacdo para a
repetibilidade e precisdo intermediaria foram inferiores a 6,41% e 9,22%,
respectivamente, e os niveis de recuperacao variaram de 96,83% a 103,73%, o que
indica a preciséo e exatiddo do método.
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