U F m UNIVERSIDADE FEDERAL ICA
=

CIENCIAS AGRARIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM PRODUGAO VEGETAL

JOAO PAULO FERNANDES TIAGO

METODO ANALITICO PARA DETERMINACAO DE GLIFOSATO E AMPA E APLICACAO EM
AMOSTRAS DE AGUA DE CULTIVO HIDROPONICO DE MUDAS DE EUCALIPTO

Montes Claros
2019



Jodo Paulo Fernandes Tiago

METODO ANALITICO PARA DETERMINAGCAO DE GLIFOSATO E AMPA E APLICACAO EM
AMOSTRAS DE AGUA DE CULTIVO HIDROPONICO DE MUDAS DE EUCALIPTO

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Producdo Vegetal da
Universidade Federal de Minas Gerais, como
requisito parcial para a obtencdo do titulo de
Mestre em Producgédo Vegetal.

Orientador: Prof. Dr. Flaviano Oliveira Silvério.
Coorientadora: Prof.2 Dr.2 Gevany Paulino de
Pinho.

Montes Claros
Maio de 2019



Tiago, Jodo Paulo Fernandes.

T551m Método analitico para determinacdo de Glifosato e AMPA e
2019 aplicacdo em amostras de agua de cultivo hidropbnico de mudas de
eucalipto / Jodo Paulo Fernandes Tiago. Montes Claros, 2019.
44 1.1l

Dissertacdo (Mestrado) - Area de concentracdo em Producgéo
Vegetal, Universidade Federal de Minas Gerais / Instituto de Ciéncias
Agrérias.

Orientador: Flaviano Oliveira Silvério.
Banca examinadora: Giovana Ribeiro Ferreira, Douglas Lopes
Cassimiro, Fabio dos Santos Grasel.

Inclui referéncias: f. 21-24, 42-44.

1. Eucalipto. 2. Herbicidas. |. Silvério, Flaviano Oliveira II.
Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias
Agrérias. lll. Titulo.

CDU: 630

ELABORADA POR: EDELZIA CRISTINA SOUSA VERSIANI CRB6 1349
BIBLIOTECA COMUNITARIA UNIVERSITARIA DO ICA/UFMG




Jodo Paulo Fernandes Tiago

Método analitico para determinacéo de Glifosato e AMPA e aplicacdo em amostras de agua de

cultivo hidropénico de mudas de eucalipto

Aprovado pela banca examinadora constituida pelos professores:

Prof.2 Dr.2 Giovana Ribeiro Ferreira

IECT / UFVIM

Prof. Dr. Douglas Lopes Cassimiro
Unimontes

Prof. Dr. Fabio dos Santos Grasel
UFRGS

Prof. Dr. Flaviano Oliveira Silvério
Orientador — ICA / UFMG

Montes Claros, 22 de maio de 2019.



Dedico este trabalho aos meus pais e ao meu
irmdo, pela compreenséo, atencdo, ajuda e por
sempre me compreenderem e acreditarem na

minha capacidade de crescimento.



AGRADECIMENTOS

Agradeco, em primeiro lugar, a Deus, por iluminar o meu caminho durante esta caminhada.

Aos meus pais e ao meu irméo, pelo amor, incentivo e apoio incondicional em todos os momentos.

Ao meu orientador, Professor Flaviano, pela atencdo e pela confianca demonstrada ao longo deste
trabalho.

A professora Gevany Paulino de Pinho, pela coorientagéo e ensinamentos fundamentais a esta pesquisa.
Aos professores Giovana, Douglas e Fabio, por aceitarem compor a banca avaliadora e por suas
contribuicdes.

Aos meus colegas e amigos do Laboratério de Pesquisa em Agroquimica (LPA), pela paciéncia, parceria
e pelo aprendizado.

Ao Lazaro e ao Rodrigo, pelo incentivo e pela contribuicdo em todas as etapas de execuc¢édo do projeto.
Aos servidores e funcionarios, especialmente Ane e Erica, pelo apoio durante a realizacéo deste trabalho.
A todos os professores e servidores envolvidos com o Programa de Pés-graduacéo em Producgédo vegetal,
por contribuirem para minha formacao académica e profissional.

Ao ICA/UFMG, a FAPEMIG, ao CNPq e a CAPES pela estrutura fisica, pela bolsa e pelos recursos
financeiros disponibilizados.

Agradeco a todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizacéo deste trabalho.

Muito obrigado!



“Sonhos determinam o que vocé quer. Agao

determina o que vocé conquista.”

Aldo Novak



Método analitico para determinacédo de Glifosato e AMPA e aplicacdo em amostras de agua de

cultivo hidropdnico de mudas de eucalipto

RESUMO

O uso indiscriminado de produtos quimicos tem contribuido para a contaminacdo de organismos e
ecossistemas. Os herbicidas a base de glifosato sdo muito utilizados devido ao custo relativamente baixo
e excelente eficiéncia na eliminagdo de plantas daninhas. Além de sua elevada eficacia, esse herbicida é
classificado como pouco téxico, sendo rapidamente convertido no seu principal metabdlito, o Acido
Aminometilfosfénico (AMPA), embora estudos apontem possiveis efeitos deletérios para organismos e o
ambiente. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi otimizar e validar um método analitico para a
determinacéo de glifosato e AMPA em amostras de dguas, utilizando a extragédo em fase sélida e deteccao
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectdmetro de massas por plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS/MS). Houve separagdo dos compostos com tempo total de andlise
inferior a 5 minutos. O método foi seletivo, ndo apresentando interferentes no tempo de retencdo dos
analitos e apresentou-se linear. Os limites de quantificacdo de 1,09 pg L para o glifosato e 0,29 g L*
para o AMPA foram abaixo dos valores méximos de residuos definidos pela resolugdo CONAMA N° 430
para os cursos hidricos. O método foi preciso e exato, sendo obtida uma recuperacdo média de 99% +
0,99 para o glifosato e 98% + 5,41 para o AMPA, e ndo se apresentou efeito de matriz. O método foi
aplicado em amostras de agua de cultivo hidropdnico de mudas de eucalipto, para verificar se ocorreu a
exsudacéo. Os resultados mostraram que foi detectado glifosato nas amostras, revelando sensibilidade
suficiente para detectar a exsudacao do glifosato pelas raizes de eucalipto. Nessas amostras, o glifosato

oriundo do processo de exsudacéo foi de 1,38 a 1,54 ug L1 do analito na solucéo hidropénica.

Palavras-chave: HPLC-ICP-MS/MS. Fésforo. SPE. Herbicida. Validacao.



Analytical method for Glyphosate and AMPA determination and application in eucalyptus

seedlings hydroponic cultivation water samples

ABSTRACT

The indiscriminate use of chemicals has contributed to the contamination of organisms and ecosystems.
Glyphosate-based herbicides are widely used due to their relatively low cost and excellent weeding
efficiency. In addition to its high efficacy, this herbicide is classified as low toxic and rapidly converted to its
main metabolite, Aminomethylphosphonic Acid (AMPA), although studies indicate possible deleterious
effects on organisms and the environment. In this context, the objective of this work was to optimize and
validate an analytical method for glyphosate and AMPA determination in water samples using solid phase
extraction and detection by high performance liquid chromatography coupled to the inductively coupled
plasma mass spectrometer (HPLC-ICP-MS/MS). Compounds were separated with a total analysis time of
less than 5 minutes. The method was selective, not interfering with the retention time of the analytes and
was linear. The limits of quantification of 1,09 pg L for glyphosate and 0,29 ug L for AMPA were below
the maximum residue values defined by resolution CONAMA N° 430 for the water courses. The method
was precise and accurate, obtaining an average recovery of 99%z 0,99 for glyphosate and 98%z 5,41 for
AMPA, and there was no matrix effect. The method was applied to water samples from hydroponic
cultivation of eucalyptus seedlings, to verify if the exudation occurred. The results showed that glyphosate
was detected in the samples, revealing sufficient sensitivity to detect glyphosate exudation by eucalyptus
roots. In these samples, glyphosate from the exudation process was 1,38 to 1,54 pg L? of the analyte in

the hydroponic solution.

Keywords: HPLC-ICP-MS/MS. Phosphor. SPE. Herbicide. Validation.
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1 INTRODUCAO

A atividade agricola brasileira, ao longo do tempo, passou por diversas mudancas, dentre elas, a
necessidade de alta produtividade, promovida pela expansédo populacional. Entretanto, alguns fatores sédo
condicionantes para a reducdo da produtividade nas culturas agricolas, entre os quais se destaca a
incidéncia das plantas daninhas (PEREIRA et al., 2013).

As plantas daninhas sdo altamente competitivas por espaco, luz e nutrientes. Por conta dessa
caracteristica, elas acabam causando prejuizos na qualidade e na produtividade das -culturas.
Consequentemente, o uso de herbicidas para o controle ou eliminacdo das plantas daninhas tornou-se
cada vez mais comum, devido a sua eficacia. Porém, com o uso intensivo desses produtos quimicos, faz-
se necessario compreender o comportamento e o efeito dessas substancias no ambiente.

De acordo com Galli e Montezuma (2005), o glifosato N-(fosfonometil)-glicina € um herbicida de
acdo pés-emergente, classificado como nao-seletivo, de acdo sistémica. Ele é o mais utilizado
mundialmente para o controle das plantas daninhas em &areas agricolas, urbanas, aquaticas e de
conservacdo (KITTLE et al., 2018), devido a sua baixa toxicidade, pela rapida transformac¢éo em seu
principal metabolito, o acido aminometilfosfénico (AMPA), e pela sua forte adsorcdo aos solos e
sedimentos, contribuindo para a reducao no escoamento para as aguas superficiais (POIGER et al., 2016).
Contudo, ja foi relatado na literatura indicios de contaminacédo da agua e do solo por esses compostos,
que podem provocar impactos sobre a satide humana e de outros organismos e ao ambiente (IBANEZ et
al., 2005).

Desse modo, é recomendavel que ocorra um acompanhamento sobre a presenca desses dois
compostos em amostras ambientais, tendo em vista sua vasta utilizacdo e os impactos associados. Esse
acompanhamento deve ser realizado através de metodologias analiticas validadas que possibilitem
determinar essa contaminacéo, e que sejam capazes de fornecer dados cada vez mais precisos, mesmo
em baixas concentragdes.

Para a determinacao de defensivos agricolas em agua, geralmente o pré-tratamento das amostras
€ necessario para isolar e pré-concentrar os analitos de interesse, e a extracdo em fase sélida € uma
técnica bastante utilizada para esta finalidade (CALDAS et al., 2011). Pode-se, posteriormente, analisar-
se por um método instrumental, como a cromatografia em fase liquida ou em fase gasosa. Em virtude da
realizacdo da analise elementar com baixos limites de detecc¢édo, da alta sensibilidade e da capacidade de
eliminagdo de interferentes durante a andlise, 0 uso do espectrdmetro de massas triplo quadrupolo com
plasma indutivamente acoplado (do inglés ICP-MS/MS) como detector € uma alternativa para analise de
tracos em amostras aquosas (AMMANN, 2007).

Assim sendo, procurou-se otimizar uma metodologia analitica eficiente e confiavel para detec¢éo do
Glifosato e do AMPA, empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado (HPLC-ICP-MS/MS), por ser uma técnica com alta

sensibilidade na determinacao de elementos e tracos.



14

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Otimizar e validar a extracdo em fase sélida para a determinacdo de glifosato e AMPA em amostras de
aguas, utilizando o sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrémetro de

massas triplo quadrupolo com plasma indutivamente acoplado (HPLC-ICP-MS/MS).

2.2 Objetivos Especificos

e Otimizar uma metodologia de extracéo e pré-concentracdo dos analitos, por meio de uma extragao

em fase sélida;

e Validar o método através dos parametros seletividade, limite de deteccéo, limite de quantificacao,

linearidade, precisdo e exatidao;

e Determinar a presenca de glifosato e AMPA em amostras de agua de cultivo hidropbénico de mudas

de eucalipto.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O herbicida glifosato

O glifosato N-(fosfonometil) glicina (Figura 1) é um herbicida organofosforado, p6s-emergente, ndo
seletivo e de acdo sistémica. Esse herbicida de largo espectro de acdo possibilita o controle de ervas
daninhas anuais ou perenes, tanto de folhas largas como estreitas, € absorvido pelas folhas e tecidos
verdes e translocado, principalmente pelo floema, para os tecidos meristematicos (GALLI; MONTEZUMA,
2005).

Sua eficiéncia pode ter relacdo a pequena massa molecular e a alta solubilidade em agua, atribuindo
ao composto uma rapida absorcéo e translocacdo pelos tecidos das plantas (ANADON et al., 2009).
Entretanto, o glifosato néo possui atividade herbicida sobre as sementes das ervas daninhas no solo e,
portanto, deve ser aplicado apenas quando as espécies a serem eliminadas ja estiverem em
desenvolvimento e principalmente em solo seco (SILVA; SILVA; REZENDE, 2015).

Quando presente no solo, o glifosato pode ser imobilizado por meio de coléides, que tém a
capacidade de atrair e reter elementos de carga positiva (DANIELE et al.,, 1997). No solo, os
microrganismos s&o 0s principais responséveis pela degradacdo do glifosato, gerando dois compostos
distintos, dentre estes, a sarcosina e o 4cido aminometilfosfénico (AMPA), que é o seu principal metabdlito
(BERNAL et al., 2012). Este, de grande persisténcia ambiental e mobilidade no solo (KJZAR et al., 2005),
€ um composto que apresenta um comportamento anfétero e zwiteribnico, contendo grupos amino,
carboxilico e fosfonatos (FRANZ J.E., MAO M.K., 1997 apud JAYASUMANA; GUNATILAKE;
SENANAYAKE, 2014). As estruturas quimicas das moléculas do glifosato e AMPA podem ser observadas

na Figura 1.

Figura 1 - Estruturas quimicas das moléculas de glifosato e AMPA

o T
|
HO—P N HO—P NH3
|\/ |v\ OH |\/
OH H OH
Glifosato AMPA

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Em condi¢cdes ambientes, o glifosato e 0 AMPA se apresentam na forma de soélido cristalino, com
alta solubilidade em &gua e baixa solubilidade em solventes organicos. Ndo possuem grupos cromaoforos
e fluoréforos, dificultando a sua deteccéo por detectores convencionais (como o de absor¢éo na regido do

UV/VIS e os detectores de fluorescéncia). Podem ser encontrados em diferentes formas, protonados ou
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desprotonados, quando solubilizados em agua (GOODWIN et al., 2003). As principais espécies quimicas

de glifosato e AMPA em equilibrio na fase aquosa podem ser observadas na Figura 2.

Figura 2 — Principais espécies quimicas de glifosato e AMPA em equilibrio na fase aquosa
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Fonte: LIU et al., 2016

O glifosato e 0 AMPA séo polares, tendem a permanecer altamente retidos em argila e matéria
organica do solo, mas, devido a alta solubilidade em agua, podem sofrer lixiviagdo e escoamentos,

podendo ser detectados distantes do ponto original de aplicacéo (PIRIYAPITTAYA et al., 2008).
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3.2 Deteccdo de glifosato e AMPA em ambientes aquaticos

O glifosato é classificado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em classe
toxicologica IV (pouco toxico) e em classe de periculosidade ambiental Il (perigoso ao meio ambiente). O
acido aminometilfosfénico (AMPA), embora tenha baixa toxicidade aguda (DL50 = 8.300 mg kg'), € mais
nocivo que o glifosato no que diz respeito a persisténcia tanto no ambiente como em alguns animais
(SOUZA et al., 2006).

No Brasil, o Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), na Resolugcédo n° 430/2011, que
complementa e altera a Resolucdo CONAMA n° 357/2005, estabelece para aguas superficiais de classe 1
e 2 limite maximo de glifosato de 65 ug L, e para aguas superficiais de classe 3 limite maximo de 280
ugLl. J& em ambito internacional, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA)
estabelece limite de 700 ug L para o glifosato em agua potavel. Na legislagéo europeia, o limite maximo
toleravel é de 0,1 ug L definido para todos os pesticidas (BORGGAARD; GIMSING, 2008).

Devido a capacidade de ficar adsorvidos nas particulas do solo, a contaminagdo das aguas
superficiais ou subterraneas com os analitos é considerada de baixo potencial ( BORGGAARD E GIMSING,
2008). Entretanto, alguns trabalhos disponiveis na literatura evidenciam a deteccao de glifosato e AMPA
em diferentes ambientes aquaticos. Conforme pode ser observado na Tabela 1, a concentracdo dos
analitos em amostras de aguas superficiais variou de 1,082 a 1600 ug L de glifosato e 0,90 a 400 ug L?
de AMPA, valores muito superiores aos determinados em aguas subterrdneas, cujos valores maximos

detectados foram de 24 e 19 ug L! de glifosato e AMPA, respectivamente.

Tabela 1 - Concentragéo de Glifosato e AMPA em ambientes aquaticos

Concentracéo de

Concentracéo de Local do _
Amostras ) AMPA Referéncias
Glifosato (ug L) L estudo
(Mg L)
1600 - Argentina  AVIGLIANO et al., 2015
1,082 1,925 Franca BOTTA et al., 2009
PINTO; SOARES;
7,7 - Portugal
FERREIRA, 2018
Superficiais 430 400 EUA COUPE et al., 2011
427 41 EUA SCRIBNER et al., 2007
50 48,9 Europa HORTH et al., 2009
45 - SriLanka  GUNARATHNA et al., 2018
4,52 0,90 Argentina  BERMAN et al., 2018
4 11 SriLanka  GUNARATHNA et al., 2018
Subterraneas 4,7 2,6 EUA SCRIBNER et al.,2007
24 19 Europa HORTH et al., 2009

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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3.3 Métodos de extracao e andlise de glifosato e AMPA

Normalmente, os métodos analiticos disponiveis para as andlises de glifosato e AMPA requerem
uma série de etapas de preparacao das amostras. Dentre elas, a derivatizacdo, para tornar os analitos
passiveis de serem separados pelas técnicas de cromatografia liquida ou pela gasosa e detectados por
detectores, tais como o de absorbancia no UV-Visivel e por fluorescéncia (KOSKINEN; MAREK; HALL,
2016). O reagente de derivatizacdo mais comumente usado é o cloroformiato de 9-fluorenilmetila — FMOC-
ClI (PERUZZO; PORTA; RONCO, 2008; KUSTERS; GERHARTZ, 2010). Ha outros agentes derivantes que
também usados, como o o-ftalaldeido — OPA (COLOMBO; MASINI, 2011) e o 4-cloro-3,5-
dinitrobenzotrifluoreto — CNBF (QIAN et al., 2009). Algumas metodologias de detec¢cdo dos analitos nao
exigem etapa de pré-concentracdo, em virtude de os métodos de deteccdo empregados serem bastante
sensiveis, como o0 uso do ICP-MS como detector (KOSKINEN; MAREK; HALL, 2016).

Nos ultimos anos, uma grande parte dos estudos publicados utilizou varios métodos de pré-
concentracdo de amostras aquosas. O método de pré-concentracdo mais comumente utilizado para o
glifosato e 0 AMPA tem sido a extracdo em fase sdlida (SPE — do inglés Solid Phase Extraction), com
discos de C18 (NAGATOMI et al., 2013) e cartuchos Oasis HLB, que possuem com equilibrio hidrofilico-
lipofilico (IBANEZ et al., 2005), cartuchos de troca anidnica (SANCHEZ-BAYO; HYNE; DESSEILLE, 2010).
Outros métodos de utilizagdo menos comum incluiram a pré-concentragao a vacuo (KUDZIN et al., 2002),
por aguecimento/evaporacao (TZASKOS et al., 2012) e liofilizagdo (RAMIREZ; BELLMUND; GARDINALI,
2014).

Conforme observado, a extracdo em fase sélida (SPE) tem sido a técnica de preparo de amostras
mais aplicada para a concentragao/extracdo de defensivos agricolas em amostras aquosas, por demandar
pouca quantidade de solventes e por ser uma técnica que exige pouco tempo para ser realizada. Além
disso, sua principal vantagem € a pré-concentracdo do analitos presentes em niveis baixissimos,
caracteristica importante para a analise de tracos (CALDAS et al., 2011). O processo de extracdo de fase
sélida pode ser dividido em: condicionamento, percolacdo da amostra, lavagem e eluicdo dos analitos.
Para o isolamento e pré-concentracdo dos analitos, a amostra aquosa é percolada por um cartucho ou
uma coluna compactada contendo o adsorvente, onde os compostos sdo adsorvidos e posteriormente sao
dessorvidos com um solvente organico (RIALOTERO et al., 2007).

A determinacao de glifosato e AMPA em matrizes aquosas e os principais métodos de extragao e
guantificacdo encontrados na literatura estéo relatados na Tabela 2, tendo a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com o detector de fluorescéncia, 0 método de extracdo em fase solida e a derivatizacdo dos
analitos com o reagente FMOC-CI como as técnicas de andlises mais utilizadas na quantificacdo dos

compostos.



Tabela 2 - Métodos de extracéo e quantificacao de glifosato e AMPA em amostras de agua
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Matriz Extragéo/ Pré-concentragdo Derivatizagéo Técnica de Analise Referéncias
Agua SPE FMOC-CI HPLC — MS/MS SANCHIS et al., 2011
superficial e SPE FMOC-CI HPLC — MS/MS DAOUK et al., 2013
subterranea - FMOC-CI HPLC - MS GUNARATHNA et al., 2018
Liofilizacéo FMOC-CI HPLC-FLD RAMIREZ; BELLMUND; GARDINALI, 2014
SPE FMOC-CI HPLC-FLD MA et al., 2014
Agua Eter Dietilico FMOC-CI HPLC-FLD FREUZE et al., 2007
superficial - TRAA, TRE, TRA, GC-MS RAMWELL et al., 2014
HFB
Evaporador Rotativo TFAA e TFE GC-MS PUERTOLAS et al., 2010
SPE - HPLC-ICP-MS POPP et al., 2008
Agua Potavel SPE FMOC-CI HPLC-FLD KUSTERS; GERHARTZ, 2010
- CNBF HPLC-FLD QIAN et al., 2009
Agua Evaporacgéo MOBS-F HPLC-FLD SUN et al., 2010
SPE HFB, TFAA GC-MS KJAER et al., 2005
Agua potavel e
- - HPLC-ICP-MS GUO et al., 2005

subterranea

SPE= Extraco em Fase Solida / FMOC-CI= Cloroformiato de 9-fluorenilmetila / TFAA= Anidrido Trifluoroacético / TFE= Trifluoroetanol / TFA= Acido Trifluoracético
Anidro / HFB= Heptafluorobutila / CNBF= 4-cloro-3,5-dinitrobenzotrifluoreto / MOBS-F= Fluoreto de 4-metoxibenzenosulfonil / HPLC=Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia / GC =Cromatografia Gasosa / FLD=Detector por fluorescéncia/ MS=detector espectrdbmetro de massas / ICP-MS= espectrémetro de massas com
plasma indutivamente acoplado.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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3.4 Cromatografia liquida na quantificacao de glifosato e AMPA

Para o glifosato e 0 AMPA, a técnica mais empregada para a determinacdo desses analitos em
amostras aquosas é a cromatografia liquida de alta eficiéncia, devido a alta polaridade das suas moléculas.
A auséncia de grupos cromoforos nos analitos dificulta a identificacdo e a quantificacdo dos compostos
em detectores convencionais, como o de absorbancia (UV-visivel) e por fluorescéncia. Por isso, a
derivatizacdo é um procedimento necessario (AMARANTE et al, 2002). O cloroformiato de 9-
fluorenilmetila (FMOC-CI) é o agente derivatizante mais utilizado para a determinagéo de glifosato e AMPA
em amostras de agua (IBANEZ et al., 2005; FREUZE et al., 2007; PERUZZO; PORTA; RONCO, 2008;
KUSTERS; GERHARTZ, 2010; SANCHIS et al., 2011; DAOUK et al., 2013; MA et al., 2014; RAMIREZ;
BELLMUND; GARDINALI, 2014;). Dessa maneira, a derivatizacdo pode aumentar a sensibilidade e a
seletividade para a analise desses analitos por cromatografia (GHANEM et al., 2007).

Contudo, na literatura, a analise desses compostos em amostras de dgua sem a etapa de
derivatizacao j& foi efetuada utilizando-se o ICP-MS (GUO et al., 2005), o que tornou o procedimento de
preparo das amostras menos laborioso e de baixo custo, pois 0 uso de reagentes derivatizantes pode
elevar os custos da técnica (SILVA; COLLINS, 2011).

3.5 Espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado

O espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado, ICP-MS (do inglés - inductively
coupled plasma mass spectrometry), é uma técnica analitica em que ocorre a ionizagdo do analitos e, pela
diferenca massa/carga (m/z), os ions selecionados s&o detectados. E composto por um sistema de
introducdo de amostras, uma fonte de ions (tocha), um cone de amostragem, do skimmer para a
focalizacdo dos ions, um analisador de massas (quadrupolo) e detector (NUNES, 2009). Devido a suas
caracteristicas, dentre as quais capacidade multielementar, obtencéo de baixos limites de detec¢éo, ampla
faixa linear, alta sensibilidade e especificidade, o uso do ICP-MS/MS tornou-se uma importante ferramenta
para a deteccdo de tracos de defensivos agricolas em amostras ambientais (POPP; HANN;
KOELLENSPERGER, 2010).

Apesar da sua alta sensibilidade e especificidade, o ICP-MS pode sofrer interferéncias,
especialmente nas andlises de metais, sejam por interferentes isobéricos, ions de dupla carga ou
poliatbmicos. A interferéncia isobéarica ocorre quando dois elementos apresentam isétopos de mesma
massa. Os ions de dupla carga, quando aparecem no espectro com metade da razdo de massa do ion
desejado, podem influenciar a sensibilidade e a geracdo de is6topos. E os ions poliatbmicos, cujas
espécies mais abundantes Ar, O, H, N, S ou Cl podem combinar entre si ou com outros elementos
provenientes da matriz (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). Para as andlises, levando-se em
consideracdo a massa atdmica do P, ha interferéncia de ions poliatdmicos “N1H6Q0*, 15N16Q* e 12C1H3160",
estes que sdo formados a partir do plasma de gas argdnio, podendo alterar a resposta de detec¢éo
(BECKER et al., 2003).
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Em virtude disso, a cela de reagéo e/ou colisdo tem como objetivo diminuir a agdo dos interferentes
durante as analises (AMMANN, 2007). Com a entrada dos ions na cela, o0s mesmos interagem com um
géas, que pode ser o He ou H2 no modo de colisdo e Oz para 0 modo de reagao, modificando o interferente
ou o analito de interesse em uma massa diferente e, consequentemente, minimizando as interferéncias
isobaricas ou poliatdmicas (AGILENT, 2008).
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Otimizacao e validacao de extracdo em fase sélida de glifosato e AMPA com determinacao direta por
HPLC-ICP-MS/MS
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Resumo Grafico (RG) representando a extragdo em fase solida combinada com HPLC-ICP-MS/MS na

determinacéo direta de glifosato e AMPA.
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Resumo

O glifosato tem sido o herbicida mais utilizado no mundo devido a grande aplicabilidade e eficiéncia no
controle de ervas daninhas em muitas culturas. Atualmente, tem sido considerado ndo seguro, 0 que a
longo prazo pode levar a impactos indesejaveis ao meio ambiente e a saude humana. Portanto, uma nova
metodologia de extragdo mais simples e de menor custo € altamente desejavel. O presente estudo teve
como objetivo otimizar e validar a extracdo em fase sélida de glifosato e acido aminometilfosfénico em
amostras de agua, seguida de cromatografia liquida de alta eficiéncia combinada com o espectrémetro de
massas triplo quadrupolo com plasma indutivamente acoplado. A porcentagem de recuperacdo dos
analitos foi proxima a 100% e o desvio-padrao relativo foi menor que 6%. A metodologia foi precisa, exata,
linear e seletiva, com um limite de quantificagdo de 1,09 e 0,29 pg L' para glifosato e acido
aminometilfosfonico, respectivamente. A metodologia alcangou o fator de concentracéo de 250 vezes e foi
aplicada em amostras de 4gua provenientes do cultivo hidrop6nico de mudas de eucalipto para verificar o

processo de exsudacgéo deste analito alvo. Os resultados mostraram que esses analitos foram detectados.

Palavras-chaves: Acido aminometilfosfénico. N-(fosfonometil) glicina. Especia¢do. Método de extrac&o.

Exsudacéo.
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INTRODUCAO

O glifosato € um herbicida organofosforado, p6s-emergente, nao seletivo, que pode ser absorvido
pelas folhas e translocado para toda a planta. Devido a sua alta eficiéncia, € o principal herbicida utilizado
no mundo e, portanto, alvo de vérias pesquisas.! Embora tenha sido considerado seguro do ponto de vista
toxicologico e ambiental por muitos anos, o que resultou em um aumento consideravel de aplicacdes
agricolas, tornando-se o herbicida mais amplamente adotado no mundo,? atualmente existem dividas e
preocupacfes quanto ao seu uso crescente, que a longo prazo pode levar a episédios de contaminagao
do meio ambiente e prejudicar a saide humana. Em 2015, a International Agency for Research on Cancer
(IARC) classificou o glifosato como provavel cancerigeno para humanos? e em 2019 associou-o ao linfoma
nao-Hodgkin.*

Embora a United States Environmental Protection Agency (USEPA) tenha definido o limite maximo
de residuos (LMR) para o glifosato em agua potavel como 700 pg L%, a legislacao européia estabelece 0,1
pg L1.56 Varias metodologias de extragao foram desenvolvidas para quantificar e monitorar esse herbicida
em amostras de agua e outras matrizes.”® A extragdo em fase sélida tem sido a principal metodologia
utilizada para determinacao desses analitos. Em geral, essa metodologia envolve a derivatizacdo desses
analitos-alvo antes da analise,”® entretanto, essa etapa torna a metodologia mais cara e complexa.

Por isso, nos Ultimos anos, as pesquisas mostraram que é possivel determinar o glifosato e seu
principal metabdlico, o acido aminometilfosfénico (AMPA), simultaneamente, sem a etapa de
derivatizacéo,%1%12 usando novos tipos de detectores cromatograficos, como o espectrdmetro de massas
triplo quadrupolo por plasma indutivamente acoplado (ICP-MS/MS) combinado a um cromatégrafo a
liquido de alta eficiéncia (HPLC).1? Esse detector monitora a massa 47, que € o produto da reacédo de
oxigénio (m/z1%) com fésforo (m/z31), que ocorre na célula de reagéo do detector.

Essa metodologia foi empregada com sucesso na determinacdo desse analito-alvo e os resultados
mostraram aumento na seletividade e diminui¢ao do limite de detec¢ao, quando comparado ao ICP-MS de
guadrupolo Unico ou deteccao molecular de glifosato derivatizado por detector de arranjo de diodos ou
deteccao ultravioleta.?.9-10.11.13

Portanto, o objetivo desta pesquisa foi otimizar e validar a extragdo em fase sdlida (SPE) de glifosato
e AMPA em amostras de agua, seguida de andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia combinada
com espectrdmetro de massa triplo quadrupolo com plasma indutivamente acoplado (HPLC-ICP-MS/MS),
e aplicar essa metodologia para monitorar o processo de exsudacdo desse herbicida em mudas de

eucalipto cultivadas em sistema hidropdnico.
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MATERIAIS E METODOS

Reagentes e Solucdes

O glifosato (99,2% m/m) e o acido aminometilfosfonico (99,0% m/m) foram obtidos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA). Solugdes de glifosato e acido aminometilfosfonico foram preparadas a 500 mg L
(solucdo estoque) separadamente, em agua ultrapura (resistividade de 18 MQ cm), obtida pelo sistema
Milli-Q (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha). Uma solucéo para cada composto foi preparada a partir
de solucdo estoque a 25 mg L no mesmo solvente (solucdo de trabalho). Em seguida, foram feitas
diluicBes dessas solucdes para obtencdo das curvas analiticas. Todas as solucfes foram armazenadas a
4°C no refrigerador em frascos plasticos, para evitar a complexagéo dos padrdes de ions metélicos em
frascos de vidro.'* Além disso, o metanol de grau de HPLC; o acido fosfdrico, a solugdo de &cido acético
(49% m/v), o hidréxido de tetrabutilamonio e o acetato de amdnio (65%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA); o acido cloridrico PA, da Anidrol (Diadema, Sdo Paulo); o hidréxido de sodio PA, da
Dindmica (Indaiatuba, S&o Paulo); e a Amberlite IRA 402 (chloride form) foi comprada da Supelco
(Bellefonte, PA, EUA).

Instrumentacéo

A andlise foi realizada em um médulo de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Modelo 1260 Infinity
Series, Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha), equipado com bomba quaternaria, amostrador
automatico, desgaseificador e compartimento da coluna com termostato. O detector utilizado foi o ICP-
MS/MS modelo 8800® (Agilent Technologies, Hachioji, Japao), equipado com bomba peristaltica de baixa
pressao de 3 canais (amostra, padrdo interno e dreno) e sistema de introducdo de amostra, que consiste
em um nebulizador concéntrico, cAmara de pulverizacdo de dupla passagem rodeada por um sistema de
controle de temperatura, tocha de quartzo com tubo injector de 2,5 mm de didmetro, cones de amostragem
e skimmer de platina, com orificios de 1 e 0,4 mm de diametro, respectivamente. Um gerador de frequéncia
de 27,12 MHz em estado sélido, com bobinas helicoidais operando entre 500 e 1600 Watts de poténcia,
alimentado com Argdnio 99,998%, foi usado para sustentar o plasma. O 8800® possui um quadrupolo
para selecdo de ions que entrardo no sistema de reacao octopolar de terceira geracao (Octopole Reaction
System-ORS3®), pressurizado com 99,999% de Hélio ou 99,999% de oxigénio para remover as
interferéncias isobdaricas, através da energia cinética de discriminacdo ou reacdo. Depois do ORS3, ha
outro espectrémetro de massas quadrupolo com barras hiperbélicas, com um sistema de deteccdo de
multiplicador de elétrons de fase dupla (pulsado e analdgico) no final, que cobre o espectro de massa entre
2-260 u.m.a.

O preparo da amostra utilizou: um pHmetro (Quimis, Brasil); um compressor de ar (Prismatec, S&o
Paulo, Brasil); uma chapa de aquecimento e agitador magnético (Ethik Technology, Brasil); e uma balanga

analitica (Tecnal, S&o Paulo, Brasil).



31

Anédlise HPLC-ICP-MS/MS

Para a deteccdo e quantificacdo dos analitos-alvo, o fésforo presente nas moléculas desses
compostos foi monitorado, utilizando metodologia adaptada por Abreu et al.!®> Para a separacdo do
glifosato e do AMPA, utilizou-se uma coluna analitica ZORBAX SB-C8 (4,6 x 150 mm, 5 ym, Agilent
Technologies, CA, Estados Unidos). O volume de injecéo foi de 50 uL, fase mével composta de solucao
de acetato de amdnio/acido acético 50 mM: tetrabutilaménio 5 mM: metanol a 1% com pH = 4,7, eluigédo

isocratica com 1,0 mL min-1. As condi¢des de andlise do ICP-M /MS estdo resumidas na Tabela 1.

Tabela 1. Condicdes de operacéo otimizadas do ICP-MS/MS
Parametros ICP-MS/MS

Radiofrequéncia 1600 W

Fluxo do gas de plasma 15 L min*!

Fluxo do gas carreador 1,0 L mint

Fluxo do gas de Makeup 2,0L mint
Profundidade de amostragem 3mm
Nebulizador Concéntrico
Cémara de nebulizagéo Duplo-passo
Cones de amostragem e skimmer Niquel

Massas monitoradas Q1 (m/z 31P) e Q2 (m/z 47 31P 16Q¥)
Dwell time 0,1 s por is6topo
Sistema de reacao octopolar 02

Fluxo do gas de reacao 1,5L min?

Q1: Quadrupolo 1; Q2: Quadrupolo 2

Otimizacdo de condi¢8es de extracao

Para melhorar a eficiéncia de extracdo dos analitos-alvo de amostras de &gua, foi realizada uma
otimizacdo univariada da quantidade de massa de resina; volume de agua para condicionamento de
coluna; volume de eluicdo, concentracdo e taxa de fluxo da solugdo de HCI. Cada experimento de
otimizagao foi realizado em triplicata e os parametros otimizados e os niveis avaliados estao detalhados

na Tabela 2.
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Tabela 2. Pardmetros avaliados para a extragdo de glifosato e AMPA por SPE

Parametro otimizado Niveis avaliados
Massa de resina 1,2e3g

Volume de agua para condicionamento da coluna 10,20 e 30 mL
Concentracédo da solucéo de HCI 1,3e6 molL?
Volume da solucao de HCI 15, 20, 25 e 30 mL
Fluxo do eluente (soluc¢éo de HCI) 0,5e 1,0 mL min!

Em cada parametro otimizado, apds eluicdo, o volume da fase extratora contendo os analitos-alvo
foi completamente evaporado e o residuo obtido foi ressuspendido com a fase mével. Avaliamos 100, 200,

300 e 400 pL da fase movel para ressuspender cada residuo.

Método de Extracdo Otimizado

Utilizou-se uma coluna de vidro (20 cm x 1,5 cm de didmetro interno) com 1 g de resina de troca
aniénica. Em seguida, a resina foi condicionada com 10 mL de agua ultrapura, no fluxo de 0,5 mL min-,
para a remocao do excesso de ions cloreto.'> A amostra de 4gua ultrapura livre dos analitos foi fortificada
com 2,18 e 2,03 ug L de glifosato e AMPA, respectivamente. Esse valor corresponde a 100 ug L do
fésforo para cada analito. A amostra de 4gua fortificada foi ajustada para pH 10,5, com solucdo aquosa de
NaOH a 1,0 mol L1, e 100 mL foram eluidos na coluna, no fluxo de 0,5 mL min-l. Posteriormente, os
analitos alvos retidos na resina foram eluidos com 10 mL de &gua ultrapura e trés eluicbes de 10 mL de
solucdo aquosa de HCIl a 6,0 mol L na vazdo de 0,5 mL mint. O eluato recolhido (40,0 mL) foi
completamente evaporado sob de fluxo de ar continuo a 60°C. Finalmente, cada residuo obtido foi
ressuspenso em 400 pyL de fase moével (&cido acético 50 mM / solucdo de acetato de aménio: 5 mM
tetrabutilamonio: 1% metanol com pH = 4,7) e armazenado a 4°C até a analise por HPLC-ICP-MS/MS. O
fator de concentracdo obtido foi de 250 vezes. A quantificacdo dos analitos-alvo foi realizada utilizando-se
uma curva analitica de 1,09 a 5,45 ug L* de glifosato e de 0,29 a 3,87 ug L' de AMPA.

Validagcédo do Método

ApOs otimizacdo da extragcao, o método foi validado em termos de seletividade, linearidade, efeito
matriz, limite de detecgéo (LD), limite de quantificacdo (LQ), exatidao e precisao.%1?

A seletividade do método foi investigada através da comparagcédo de cromatogramas dos extratos
das amostras fortificadas e isentas dos analitos, em seis repeticfes independentes. A auséncia de
interferentes com sinais cromatograficos com o0 mesmo tempo de retencdo dos analitos-alvo assegura a

seletividade do método.
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Para avaliar a linearidade e o efeito matriz, foram construidas duas curvas analiticas, uma em
solvente puro (dgua ultrapura) e outra no extrato da matriz, contendo seis niveis de concentragéo: 1,09,
2,18, 3,27, 4,36, 5,45 e 6,54 ug L1 de glifosato e 0,29, 1,00, 2,44, 3,15 e 3,87 ug Lt de AMPA, com trés
repeticdes independentes em cada nivel.

A linearidade foi avaliada através dos parametros de regressao linear estimados pelo método dos
minimos quadrados ordinarios (MMQO). Os outliers foram tratados e confirmados pelo teste Jacknife com
exclusdo maxima de 22,2% dos dados. Os residuos de regresséo linear foram avaliados pelos parametros
de normalidade (teste de Ryan-Joiner), homocedasticidade (teste de Brown-Forsythe) e independéncia
(teste de Durbin-Watson). A andlise de variancia (ANOVA) foi aplicada as curvas analiticas para verificar
gquanto a linha de regressao explica os valores que foram utilizados para fazer o ajuste de linearidade.

O efeito matriz (EM) foi avaliado pela razdo entre os coeficientes angulares obtidos a partir da curva
analitica na matriz e em solvente (agua ultrapura), multiplicada por 100, calculada de acordo com a
Equacao (1)

A .
EM (%) = —="2_ x 100 (1

solvente
em que A, S80 0s coeficientes angulares da curva analitica para cada analito alvo na matriz e
Aqovente SA0 0s coeficientes angulares da curva analitica para cada analito-alvo no solvente (agua
ultrapura).

Os limites de deteccdo (LD) e limites de quantificacdo (LQ) foram determinados fortificando-se
amostras de 4gua com os analitos-alvo nas menores concentracdes aceitaveis e aplicando-se a SPE nas
condi¢des otimizadas. LD e LQ foram considerados como trés e dez vezes, respectivamente, o sinal da
linha de base obtido nas amostras (branco) livres de glifosato e AMPA.

A exatiddo foi avaliada através da recuperagéo dos analitos da matriz fortificada em trés niveis de
concentracdo, 1xLQ, 2xLQ e 5xLQ, em trés repeticdes, e a precisdo foi avaliada em sete repeticdes para
0 segundo nivel. A precisdo foi analisada pela recuperagéo de analitos, com valores entre 70 e 120%
sendo considerados aceitaveis. A exatiddo foi avaliada pelo desvio-padréo relativo (DPR) das repeti¢des,

com DPR menor que 20%, sendo o critério de aceitabilidade.
Amostras Reais

ApOs a otimizacdo e a validacdo da extracdo em fase soélida, a mesma foi aplicada para analisar
amostras de agua provenientes de cultivo hidropdnico de mudas de Eucaliptos Urophylla. Esse
experimento foi desenvolvido exclusivamente para monitorar o processo de exsudacao das raizes de
mudas de eucalipto.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em que cinco doses de glifosato (0, 1,
2, 3, 4 L hal) do produto comercial corresponde a 0, 370, 740, 1,110 e 1480 g ha! de glifosato,
respectivamente, em quatro repeticdes. O experimento foi conduzido em ambiente protegido. As plantulas

foram cultivadas em sistema hidropénico em potes plasticos de 3,5 dmg3, utilizando-se solucéo nutritiva
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modificada de Hoagland.® O sistema foi artificialmente oxigenado e as mudas permaneceram sob cultivo
por 34 dias.

Apbs 22 dias de cultivo, o glifosato foi aplicado na parte aérea da planta, em ambiente aberto. Todas
as precaucdes foram tomadas para evitar a contaminacdo da solucao nutritiva com o herbicida. Seis dias
apos a aplicacao do herbicida, foram coletados 500 mL de 4gua para analise da exsudacao radicular do

glyphosate durante esse periodo. A partir dessa amostra, 100 mL foram utilizados para SPE otimizada e

validada, seguida pela andlise por HPLC-ICP-MS/MS.

Resultados e Discusséao

Otimizacdo do método de extracao

Neste estudo, realizamos uma otimizagdo univariada de cinco parametros. Inicialmente, avaliamos

trés massas de resina (1, 2 e 3 g) a serem utilizadas no procedimento de extracdo. As porcentagens de

recuperacao e os valores de desvio-padréo relativo obtidos podem ser vistos na Tabela 3.

Tabela 3. Médias das porcentagens de recuperagdo dos analitos obtidos na etapa de otimizacdo da

extracdo em fase solida

Parametros Otimizados

Recuperacdo+DPR? (%)

Glifosato AMPA

19 90,5%+1,4 95,5%+9,6
Massa daresina 29 77,8%+4,6 120,7%+13,8

39 30,3%+9,4 76,9%+16,6
Volume de 4gua para 10 mL 97,1%+8,4 99,4%+9,3
condicionamento da 20 mL 95,8%+10,9 107,4%+8,9
coluna 30 mL 96,9%=+7,3 98,6%18,2

1 mol L? 30,3%+15,6 45,2%+12,9
Concentracéao
(Solucao de HC) 3 mol Lt 65,5%+17,6 78,1%%+14,5

6 mol L1 94,3%+7,6 97,2%+4,3

15 mL 34,5%+19,5 45,8%+12,6
Volume de Eluicéo 20 mL 59,5%+10,9 65,6%+14,5
(Solucao de HCI) 25 mL 89,2%+8,6 91,9%:+9,4

30 mL 103,9%+7,9 99,4%:19,9
Fluxo do Eluente (Solucdo 0,5 mL min? 90,5%+1,4 95,5%+9,6
de HCI) 1,0 mL min? 82,6%+8,1 85,9%+12,6

amédia de trés repeticdes; DPR: desvio-padréo relativo.
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O uso de 1 g de resina anibnica na extracdo em fase sdlida alcangou as maiores porcentagens de
recuperacado e os menores valores de DPR. Portanto, 1 g de resina foi escolhida para o procedimento de
extracdo em fase sélida neste estudo. Resultados semelhantes foram obtidos em estudos anteriores que
utilizaram a mesma massa.®?° Outros trabalhos utilizaram maior massa de resina e obtiveram taxas de
recuperacado proximas a 90%.1521

O segundo passo desta pesquisa foi escolher o melhor volume de agua necessario para remover o
excesso de ions cloreto da resina.'®> Observou-se que nos trés volumes avaliados (10, 20 e 30 mL), as
porcentagens de recuperacdo dos dois analitos-alvo foram superiores a 95% (Tabela 3). Nesse caso,
optou-se pela eluicdo de 10 mL de agua, pois nessa condi¢éo o tempo gasto no condicionamento € menor
em relacdo aos demais volumes avaliados. Trabalhos anteriores usaram uma resina anionica para a SPE
e também empregaram 10 mL de agua ultrapura para condicionar a resina.??

O terceiro parametro avaliado nessa otimizacgédo foi a melhor concentracdo de solugdo de HCI, para
eluir esses analitos pela resina. Os resultados mostraram que apenas a concentracéo de 6 mol L1 alcangou
percentuais de recuperacao superiores a 94% para os dois analitos, como pode ser observado na Tabela
3. Resultado semelhante foi obtido em trabalho anterior, que utilizou a mesma concentracéo de solucdo
de HCI para eluir o glifosato em resina anionica,'® atingindo taxas de recuperacao superiores a 80%.

ApOs essa etapa, avaliamos o melhor volume da solugéo de HCl a 6 mol L1 necessério para remover
eficientemente os analitos-alvo da resina. Os resultados mostraram que volumes menores que 20 mL néo
removeram completamente os dois analitos, pois as taxas de recuperacgdo foram inferiores a 70% (Tabela
3). Por outro lado, 25 e 30 mL alcancaram altas taxas de recuperagdo e a menor DPR, porém o volume
de 30 mL alcangou o maior percentual de recuperacéo e, portanto, esse volume foi definido para a préxima
etapa deste estudo. Um estudo semelhante utilizou volume de HCI equivalente a 40% do volume da
amostra e alcancou taxas de recuperacao proximas a 80%.15 O volume de HCI utilizado no presente estudo
corresponde a 30% do volume da amostra e, portanto, foi semelhante ao encontrado na literatura.

O quarto parametro avaliado foi o0 melhor indice de fluxo para a eluicdo da solucdo de HCl a 6 mol
L através da coluna com essa resina. Realizamos extragbes com eluicbes em 0,5 e 1,0 mL min e os
resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 3. Pode-se observar que a vazao de 0,5 mL min atingiu
as maiores porcentagens de recuperacdo, os menores valores de DPR. Portanto, esse fluxo foi definido
para essa metodologia. Estudos prévios usaram taxas de fluxo mais altas, mas obtiveram taxas de
recuperacdo mais baixas dos analitos-alvo (63 a 83%).1519.22

Uma das principais caracteristicas da extracdo em fase solida é a possibilidade de realizar uma
etapa de extracdo em conjunto com uma etapa de concentracdo.?® Neste estudo, eluimos 100 mL de
amostra de agua pela coluna contendo a resina para reter o glifosato e 0 AMPA. Em seguida, 40 mL de
fase extratora (solugdo de HCI a 6 mol L) foram eluidos para remover esses analitos. Até essa etapa, 0
extrato era concentrado 2,5 vezes. Posteriormente, esse volume foi completamente evaporado e
ressuspenso na fase mével. Foram avaliados 100, 200, 300 e 400 pL da fase mdvel para ressuspender
cada residuo, mas volumes menores que 400 pL ndo permitiram a injecao das amostras; entdo, 400 uL

foram definidos para esta metodologia. Nessa fase, o extrato foi novamente concentrado 100 vezes. Enté&o,
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o fator de concentracdo total do extrato foi de 250 vezes. Em um trabalho anterior, os extratos foram
concentrados e ressuspendidos com 500 yL de diferentes solventes.1®2* Nesses estudos, o fator de
concentracdo foi de 50 e 100 vezes.?*?> Desse ponto de vista, podemos dizer que essa é a principal
vantagem deste método sobre os outros.

Apés otimizacdo dos parametros para a extracao em fase sélida desses analitos em amostras de

agua, iniciamos a validagdo do método de extracao.
Validagdo da metodologia

Neste estudo, a extracdo em fase sdlida (SPE) foi validada, considerando-se os seguintes
parametros: seletividade, linearidade, efeito matriz, limite de detec¢do (LQ) e quantificacédo (LQ), precisdo
e exatidao.1617

Seletividade

A SPE mostrou seletividade para o glifosato e 0 AMPA pela auséncia de sinais cromatograficos no mesmo

tempo de retencdo dos analitos, como pode ser observado nos cromatogramas da Figura 1.

5
2 Matriz livre dos analitos
5 | () —— Matriz fortificada
5x107 4
D 4x10° 2)
o ]
2 3x10°
= ]
2 5
2 2x107
= ]
1x10° —J
O_'"'-_"'T_'__"_h."-’vl T _H_v‘“_.""-_"'.
0 1 2 3 4 5

Tempo (min)

Figura 1. Cromatogramas de extrato de matriz livre de analito e extrato de matriz fortificada com AMPA

(composto 1) e glifosato (composto 2) a 300 ug L2
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Linearidade

A linearidade foi avaliada através de seis niveis de concentracédo equidistantes, com trés repeticdes
independentes para cada nivel, sendo o valor do LQ o primeiro nivel de cada curva analitica, como pode
ser visto na Figura 2. A Tabela 4 mostra os principais resultados do estudo de validacdo da SPE para

extrair glifosato e AMPA a partir de amostras de agua.

Tabela 4. Resultados do estudo de validagdo da SPE do glifosato e AMPA em amostras de agua

Analito Faixa de Equagéo Linear R? LD LQ
Linearidade /pg L? /ug L?

Glifosato 1,09-6,54 pg L1 Y =1779,4x - 41499 0,9906 0,44 1,09

AMPA 0,29-3,87 g L? Y =1787,2x + 49078 0,9918 0,072 0,29

R2: coeficiente de determinacgédo; LD: limite de deteccdo; LQ: limite de quantificagédo

A linearidade e as faixas de concentragdo foram consistentes com os estudos de monitoramento
desses compostos em matrizes ambientais.?® As replicatas de cada ponto de calibracdo forneceram
informacdes sobre a variabilidade inerente das medidas de resposta (erro puro). Os parametros de
regresséo linear foram avaliados pelo método dos minimos quadrados ordinéarios (MMQO) e com base na
analise dos residuos de regressao, com exclusédo dos valores extremos realizados pelo teste de Jacknife.
O diagnéstico desses pontos permitiu remover aqueles que claramente afetavam o ajuste do modelo.
Assim, até 22,2% dos dados originais foram excluidos, obtendo-se os residuos de regresséao linear para o

glifosato e 0 AMPA, como pode ser visto na Figura 2 (a e b).
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Figura 2. Graficos obtidos no estudo de linearidade da metodologia SPE. Residuos de regresséo linear

para o glifosato (a) e AMPA (b) apds a exclusdo de valores extremos (teste de Jacknife). Probabilidade

normal de residuos de regresséo para glifosato (c) e AMPA (d). Autocorrelacéo de residuos de regressao

para glifosato (e) e AMPA (f), ei: residuo; R: coeficiente de correlacdo do teste de Ryan-Joiner; d:

estatisticas de Durbin-Watson; dL: limite critico inferior; dU: limite critico superior.
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ApoOs a exclusao dos pontos, 0 método dos minimos quadrados ordinarios foi aplicado novamente
para cada exclusdo, obtendo-se os valores de inclinacao, intersecéo e coeficiente de determinacéo (R?)
mostrados na Tabela 4. Valores de R? superiores a 0,99, indicam a variabilidade dos dados coletados pelo
modelo de regressdo. No entanto, foi necessario avaliar o uso do MMQO por meio de proposicdes
relacionadas aos residuos da regressao (normalidade, homocedasticidade e independéncia) e fazer um
ajuste ao modelo linear (analise de variancia - ANOVA).

Avaliamos a normalidade dos residuos de regressédo pelo teste Ryan-Joiner e os resultados
mostraram probabilidade normal para ambos os analitos, como pode ser visto na Figura 2 (c e d).
Consequentemente, os coeficientes de correlacdo alcancados foram superiores ao coeficiente de
correlacao critico obtido pela interpolagéo polinomial. Portanto, pode-se concluir que os residuos seguiram
a distribuicdo normal com um nivel de significancia de 0,05, permitindo assim o uso de testes de hip6teses
que seguem esse tipo de distribui¢éo.

A homocedasticidade dos residuos de regresséo foi investigada pelo teste de Brown-Forsythe, que
determina a existéncia de diferencas entre as variancias de residuos através de uma adaptacéo do teste
de Levene. Verificamos que a distribuicdo dos residuos da regresséo ao longo dos niveis de concentracao
estudados foi homogénea, pois os valores de t. foram sempre menores que 0s valores teriticos, CONfirmando
a homocedasticidade.

Nés avaliamos a independéncia dos residuos de regressao pelo teste de Durbin-Watson, como pode
ser visto na Figura 2 (e) e (f). Os resultados mostraram ndo haver autocorrelagédo no nivel de significancia
de 0,05 para ambos os analitos, e o perfil homogéneo e a distribuicao aleatéria de pontos nos quatro
quadrantes confirmam a independéncia de residuos.

Os dados foram ajustados ao modelo linear ao longo do intervalo avaliado apresentado na Tabela
4, com regressao significativa e desvio de linearidade néo significante ao nivel de significAncia de 0,05.
Portanto, podemos concluir que o MMQO foi adequado para os dados estudados. Este estudo de

linearidade seguiu os procedimentos propostos em trabalhos anteriores.?”

Efeito de matriz

Para avaliar esse parametro, comparamos duas curvas analiticas preparadas em extrato de matriz

e solvente (agua ultrapura) para cada analito, como mostrado na Figura 3.
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Figura 3. Curva analitica do glifosato e AMPA no extrato da matriz e solvente (agua ultrapura), na faixa de
concentracdo de 1,09 a 6,54 pug L de glifosato (a) e 0,29 a 3,87 ug L' de AMPA (b). R2: coeficiente de
determinagéo.

As razdes entre os coeficientes angulares obtidos a partir da curva analitica na matriz e no solvente
(dgua ultrapura) foram multiplicadas por 100 e os valores calculados foram de 100,5 e 99,94% para o
glifosato e o0 AMPA, respectivamente. Esses valores revelaram um efeito de matriz néo significativo na
determinac@o desses compostos em amostras de 4gua por HPLC-ICP-MS/MS. Em estudos prévios
realizados com esses mesmos analitos e matriz foi verificado que o efeito matriz variou de 75 a 95%.28

Desse ponto de vista, podemos dizer que essa é uma vantagem desse método em relacdo a outros.

Limite de detecc¢do e quantificacéo

A Tabela 4 mostra os valores LD e LQ para os analitos determinados por HPLC-ICP-MS/MS. Estudo
semelhante utilizando HPLC acoplado ao ICP-MS para quantificar o glifosato em amostras de agua
alcangou o LD de 1,20 pug L.2° Esse valor esta préximo ao LD determinado no presente estudo (0,44 ug
LY.

Os valores da Tabela 4 foram calculados em relagdo as moléculas de glifosato e AMPA. No entanto,
varios trabalhos anteriores calcularam esses valores em relacdo ao atomo de fésforo presente nessas
moléculas. Portanto, os valores de LD encontrados para o glifosato e 0 AMPA em relacdo a determinacao
de fésforo no presente estudo foram de 20 e 5 ug L1, respectivamente. Trabalhos recentes utilizando um
método similar atingiram menor limite de deteccédo de fosforo total: 0,14 e 0,19 pg L1.22 Neste trabalho, foi
utilizado gas opcional (1% CO2 em argbnio) para efeito de aumento de carbono de até 3 vezes no limite
de deteccdo. Em geral, esse efeito tem sido utilizado para determinacéo do arsénio e do selénio.20

Os valores de LQ obtidos foram de 1,09 e 0,29 ug L para o glifosato e o AMPA, respectivamente.
Da mesma forma, estudos anteriores utilizando o SPE e o HPLC-ICP-DRC-MS alcancaram valores de LQ

préximos a 42 e 33 ug L para o glifosato e o AMPA, respectivamente.!!
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Esses valores alcangados em nosso estudo foram muito inferiores aos LMR estabelecidos pela EPA
dos EUA (700 pg L) e pela legislacdo brasileira (65 pg L) para dgua potavel, mas superiores aos

determinados pela Unido Européia (0,1 pg L1).56:31
Exatiddo e precisao

Avaliamos simultaneamente a exatiddo e a precisdo da metodologia otimizada. Esse parametro foi
avaliado utilizando-se experimentos de fortificacdo/recuperagdo em trés niveis de concentracéo, 1xLQ,
2xLQ e 5xLQ, sob condigGes de repetibilidade. As médias de porcentagens de recuperagdo dos analitos

da matriz enriquecida e dos desvios-padrao relativos (DPR) sdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Porcentagens de recuperagéo dos analitos do extrato da matriz fortificada e dos desvios-padréo

relativos

Analito Concentragéo (ug L) Recuperacdo% + DPR (%)

1,092 98,7745,41

Glifosato 2,18°b 94,94+8,86

6,542 95,38+4,55

0,292 99,3040,99

AMPA 0,58 98,33+9,09

3,872 99,78+2,32

amédia de trés repeticdes; P média de sete repeticdes; DPR: desvio-padrao relativo

A recuperagdo em trés niveis de concentragfes foram satisfatérias para ambos os analitos, com
valores dentro da faixa recomendada pela International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), que
estabelece a faixa de 70 a 120%.1%6 Os valores de DPR apresentados na Tabela 5 foram menores que

20%, conforme recomendado pela IUPAC, confirmando a precisao do método.®

Amostras reais

ApoOs a validacdo do método de extracdo em fase sélida, foram analisadas 20 amostras de agua de
cultivo hidropénico de mudas de eucalipto para verificar a ocorréncia do processo de exsudacao dos
analitos-alvo pelas raizes das mudas.

Em todas as amostras, foi aplicado o SPE otimizado e validado e os extratos obtidos foram
analisados por HPLC-ICP-MS/MS, para quantificacdo de glifosato e AMPA exsudados pelas raizes. Os
resultados mostraram que na dose controle O L ha! e dose de tratamento 1 L hal, a presenca do herbicida
na solucdo nutritiva ndo foi detectada. Esse resultado indica que a quantidade do herbicida liberada na
solucéo via exsudacédo néo foi suficiente para ser detectada por HPLC-ICP-MS/MS ou a exsudac¢do ndo

ocorreu.
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No entanto, em doses nas quais 2, 3 e 4 L ha'! do herbicida foram aplicados em mudas de eucalipto,
guantificamos o glifosato em concentracdes de 1,54, 1,46 e 1,38 ug L1, respectivamente. Esse resultado
mostrou que, em doses superiores a 2 L hal, ocorreu a exsudacgao do herbicida pelas raizes das mudas
de eucalipto. Esses valores estdo acima do valor do LQ do método otimizado neste estudo.

Resultado semelhante foi observado em um trabalho anterior realizado com soja, que detectou
residuos de glifosato e AMPA na solugdo nutritiva, mostrando que exsudacao desse herbicida ocorreu
pelas raizes da planta.®? Em outro estudo com clones de eucalipto, a exsudacéo de raiz foi observada em

baixas concentracdes, em que menos de 2% do produto foi exsudado pelo sistema radicular da planta.3?

Conclusao

Neste trabalho, a extracdo em fase sélida acoplada com HPLC-ICP-MS/MS foi mais rapida, mais
simples e ndo exigiu o0 uso de agentes de derivatizacdo, o que tornou o0 método econdmico. A validacdo
da metodologia possibilitou avaliar as principais figuras de mérito (precisdo, exatidao, linearidade, efeito
matriz e seletividade) para certificar a confiabilidade dos resultados. Os niveis de detectabilidade
encontrados por essa metodologia sédo similares aos de outras metodologias, principalmente devido ao
fator de concentracdo atingido (250 vezes). Os resultados para amostras reais mostraram que a
metodologia foi sensivel o suficiente para detectar residuos de glifosato nas amostras de agua do cultivo

hidropénico de mudas de eucalipto.
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