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Resumo

Os agrotdxicos sdao produtos utilizados no controle de fauna e flora que podem
interferir negativamente na producdo agricola. No Brasil hd uma vasta producdo de graos,
tais como milho, soja e feijao e que sdo utilizados agrotdxicos com o intuito de melhorar e
garantir a producdo dos mesmos. Entretanto, sabe-se que a exposicao a longo prazo com os
agrotoxicos pode determinar impactos a saide, como possiveis intoxicacdes. Desta forma,
considerando os riscos ambientais e saide, é de supra importancia o desenvolvimento de
metodologias eficazes e seguras para avaliar e determinar o nivel de exposic¢ao de agricultores
e pecuaristas em contato direto com agrotoxicos. O objetivo do presente trabalho foi
desenvolver uma metodologia analitica para a determinacdo de glifosato em amostras de
urina por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detec¢do por fluorescéncia
(CLAE-FL). O procedimento de extragdo das amostras foi realizado por cartuchos de
extracao de fase s6lida (SPE), apresentando recuperacdes entre 69,7 e 86,9%. A metodologia
analitica foi validada, avaliando-se sua linearidade, precisdo, exatiddo, sensibilidade e
seletividade. A faixa de trabalho estava compreendida entre 1,15 e 120,0 ng/mL. O método
¢ linear com coeficiente de determinacdo 0,9993. O limite de deteccdo foi de 0,34ng/mL e o
limite de quantificacdo 1,15ng/mL. O método utilizado na andlise de 90 amostras de urina
provenientes de trabalhadores rurais que tiveram exposicdo e contato direto ao pesticida
glifosato na regidao de Nova Mutum-MT, onde foram coletadas amostras no periodo pré,
durante e pds exposi¢do. Em todas as amostras foram encontrados residuos de glifosato no
dia da exposicio, com faixa de concentracio de 1,65 ng/mL e 7,13ng/mL. E importante
ampliar as possibilidades de andlise em outras matrizes ambientais e humanas (solo, ar,
sangue) para auxiliar em uma avaliacdo mais ampla de possiveis efeitos sobre a satide da
populacdo e sobre o meio ambiente naquela regido. Os dados deste estudo sdo de grande
relevancia para o planejamento de estratégias de biomonitoramento na regido, visto que
eventuais exposicoes humanas podem gerar impactos negativos na saude de trabalhadores

rurais e outros membros da comunidade, bem como possiveis intoxicagdes.

Palavras-chaves: Glifosato, Agrotoxicos, Extracao de Fase Sélida, Urina, CLAE.



Abstract

Pesticides are intended to control pest, weeds and plant diseases carriers that can
negatively interfere on agricultural production. In Brazil, pesticides have often been used to
improve and ensure its vast production of grains (e.g. corn, soybeans and beans), however,
the pesticide exposure can lead to acute poisoning or even long-term health effects.
Therefore, the study and development of new methodologies for the evaluation and
determination of the exposure level has become crucial, especially for those who have direct
contact with such chemicals. In view of the environmental and health risks, the aim of the
present work was the development of an analytical methodology for the glyphosate
determination in urine samples thought a High-Performance Liquid Chromatography with
fluorescence detection (HPLC-FL) approach. The sample extractions were performed using
continuous phase extraction cartridges (SPE) and presented a set recovery between 69.7 and
86.9%. The analytical methodology was validated considering its linearity, precision,
accuracy, sensitivity and selectivity: the method presented a good linearity with
determination coefficient of 0.993, the working range of the assay was from 1.15 to 120.0 ng
/ mL, detection limit was 0.34 ng/mL and the quantification limit was 1.15 ng / mL. A total
of 90 urine samples were collected from farm workers of Nova Mutum (Mato Grosso State,
and from Brazil) before, during and after the exposure/direct contact with glyphosate; all
after-exposition sample measurements indicated pesticide residues ranged from 1.65 ng / mL
to 7.13 ng / mL. To improve and expand the knowledge about the impact of pesticides in that
region, it is essential, in future works, to broaden the scope of analysis to other human and
environmental sources such as soil, air and blood. The results obtained in this work showed
great relevance for the development of a biomonitoring strategy, once the exposure of farm
workers and other members of the community to pesticide can generate negative health

impacts.

Keywords: Glyphosate, Agrochemicals, Solid Phase Extraction, Urine, HPLC.
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1.8nboduciio

A agricultura com o passar dos anos se tornou cada vez mais dependente do uso de
agrotoxicos. Isso porque a demanda foi se tornando maior devido a necessidade do aumento
da producio agricola acendida pelo aumento da populacdo’,

Os agrotoxicos podem ser divididos em trés classes principais: fungicidas, inseticidas
e herbicidas. Nos udltimos anos, os herbicidas representaram cerca de 45% dos agrotoxicos
comercializados mundialmente? ja que muitas producdes agricolas se tornaram dependente
do uso de agrotéxicos, como a soja transgénica.

Embora seu uso seja de grande relevancia no aumento e qualidade da producgdo
agricola, estes compostos podem se tornar uma fonte importante de poluicdo ambiental
quando liberados em dreas de cultivo, transporte e at€é mesmo no armazenamento. Além
disso, em grande parte, muitos destes compostos podem e sdo usados indiscriminadamente
em quantidades superiores do que o recomendado pelo receitudrio agrondmico, para garantir
a eficdcia do tratamento*”.

Deste modo, considerando todos os produtos usados como agrotéxicos, o glifosato
entre as formulagdes disponiveis, € o produto mais vendido no mundo e no Brasil, estd em
primeiro lugar entre os herbicidas mais utilizados, ocupando este ranking desde 2008. O
glifosato € o principio ativo de diversos herbicidas de amplo espectro, o que significa que
estes compostos atingem uma grande variedade de plantas. Este composto vem sendo
amplamente utilizado desde os anos 70 para o controle de pos-emergente em varios tipos de
culturas e em praticamente todas as partes do mundo®.

Este herbicida tem sido comercializado em trés tipos de formulacdes. Sao elas:
glifosatoisopropilamonio, glifosato-sesquisodio e glifosato-trimesium. Quando esta na forma
de sal de amonio ou sédio, o glifosato € um organofosforado que nio afeta o sistema nervoso
da mesma forma que outros compostos pertencentes a este grupo, em geral, inseticidas

inibidores da enzima colinesterase, e por isso, apresenta baixa toxicidade em mamiferos 7.
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O objetivo do presente trabalho foi desenvolver uma metodologia analitica a partir da
cromatografia liquida de alta efici€éncia com detecc¢do por fluorescéncia (CLAE-FL) para o
glifosato em amostras de urina em agricultores da regido de Nova Mutum (MS) que fazem o

uso do glifosato nas culturas de soja e que possam estar sujeitos a contaminacdo pelo

glifosato.
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2.1 Agricultura no Brasil

Devido a crescente demanda pela produc¢do de alimentos e consequentemente na

necessidade de maiores dreas de cultivo, o uso equipamentos mais tecnoldgicos para
potencializar a producdo agricola tem se tornado cada vez mais necessario, bem como o maior
uso de agrotéxicos!.

Os herbicidas, por exemplo, sdo amplamente utilizados na agricultura no controle de
plantas invasoras e no aumento na producdo agricola. Deste modo, o processo produtivo
agricola estd cada vez mais condicionado ao uso de agrotéxicos e fertilizantes quimicos
podendo trazer riscos a saude, visto que o homem € seu principal receptor. De qualquer
forma, estas substancias sdo consideradas de extrema importancia para o desenvolvimento
econdmico e agricola do pais®.

De acordo com o Ministério do Meio Ambiente, o Brasil € o maior consumidor de
produtos agrotéxicos do mundo. Em decorréncia desta importancia, tanto em relacdo a sua
toxicidade quanto a escala de uso no Brasil, os agrotéxicos possuem uma ampla cobertura
legal e regulatéria no pais, com um grande nimero de normas legais.

Dentre as principais culturas produzidas, a soja tem ocupado um espago cada vez
mais em destaque. Esta monocultura exige, além de grandes dreas de cultivo, o uso de
defensores agricolas. Além disso, no final dos anos 90, houve uma expansdo agricola
representativa em regides do Cerrado do centro-oeste, alcangando édreas de floresta e de
pastosg.

O progresso da fronteira agricola fez com que ambientes que, até recentemente,
possuiam poucos impactos em relacdo a degradacdo ambiental e desmatamento em grandes
areas, atualmente vem sofrendo perdas da diversidade de fauna e flora devido a utilizagdo
dos agrotoxicos. Estudos tém confirmado a implicacio de poluentes, bem como os

agrotéxicos, sobre a fauna aquatica'®!1:12:13:14,
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2.2 Glifosato

Um dos herbicidas mais populares e utilizados no mundo € o glifosato, sintetizado
pela primeira vez em 1970 pela Monsanto. Sua comercializacdo foi se expandindo cada vez
mais, sendo este, o herbicida mais vendido no mundo tendo registro em 6rgaos reguladores
em mais de 120 paises'®, representando aproximadamente 60% do mercado mundial de
herbicidas ndo-seletivos, o que significa que ele mata indistintamente plantas daninhas de
folhas largas ou estreitas”!®. O seu sucesso se deve ao fato de que ele apresenta um vasto
espectro de acdo, o que possibilita um étimo controle de plantas daninhas!®>. Além disso, o
Roundup, como é conhecido comercialmente, possui alta eficiéncia no controle de plantas.

O ¢glifosato [N-(fosfonometil) glicina] possui féormula molecular C3HsNOsP
(m.m.=169,1g/mol), densidade aparente de 0,5g/m3, temperatura de fusdo de 200°C e 6tima
estabilidade na presenca de luz e em temperaturas superiores a 60°C. Além disso, o herbicida
possui alta solubilidade em dgua (12g/L, 25°C) e pouco solivel em solventes organicos,
como a acetona e etanol, seus sais se encontram na forma de solidos cristalinos em

temperatura ambiente!”'®!°. Suas propriedades fisico-quimicas estdo resumidas na tabela 1.

Férmula molecular C3HsNOsP
Massa molar 169,1g/mol
Densidade 0,5g/m’
Ponto de ebuli¢ao 200°C
Solubilidade em dgua 12g/L, 25°C
Volatilidade Nao volatil
Acetona:0,078¢g/L

Diclorometano: 0,233g/L
Solubilidade em solventes organicos Acetato de etila 0,012g/L
Hexano: 0,026g/L
Metanol: 0,231¢g/L
CAS (Chemical Abstracts Service) 1071-83-6

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do herbicida glifosato’.
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O glifosato é um organofosforado pertencente ao grupo dos aminodcidos
fosfonados e assim como seu precursor, a glicina, apresenta comportamento zwiteridnico. O
grupo carboxilico presente nestes compostos apresentam cardter mais fortemente acido que
o grupo amodnio?’. Em baixos valores de pH (abaixo de 0,8), o glifosato se apresenta com
uma protona¢do no sitio da amina. Em sua primeira constante de dissocia¢do (pH 0,8) tem-
se 50% das moléculas possuindo esta protonagdo e as demais com uma dissocia¢do no grupo
fosfato. Deste valor até o pH 2,2, a forma molecular predominante, com uma dissociacao de
PO>H e uma protonacdo em NH>*, onde, em pH 2,2, 50% do composto ja apresenta duas
dissociagdes, ainda que mantenha uma protonacao no grupo amina. Na faixa de pH entre 2,2
e 5,4, este agrotéxico apresenta predominantemente a forma com suas duas dissociacdes e
com trés dissociacdes a partir de pH 5,5. Do pH 5,5 até 10,2, este composto apresenta trés
dissociacdes e acima de pH 11,0 o glifosato apresenta-se totalmente dissociado’?’. As

estruturas moleculares, equilibrio quimico e dissociacdes estdo apresentados na figura 1.

i °l
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Figura 1. Estrutura, equilibrio quimico e constantes de dissociagdo do glifosato’.
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2.3 Toxicocinética e toxicodinAmica no organismo humano

Existem na literatura diversos estudos que descrevem a cinética do glifosato e seu
principal metabdlito, o dcido aminometilfosfonico (AMPA). Por apresentarem valores de pka
baixo, ambos sdo absorvidos no limen intestinal. Além disso, cerca de 15-36% da dose oral
administrada repetidamente ou unicamente, € absorvida majoritariamente no intestino
delgado. Desta maneira, tanto o glifosato como o AMPA sdo mal absorvidos, mesmo em
condicdes favordveis?!,

Quando absorvidos, ambos sdo distribuidos pelo organismo, onde a concentra¢io
plasmaética de pico € encontrada em sua maior parte apds duas horas de sua administracao
por via oral em seres humanos. E importante dizer que o glifosato sofre pouca
biotransformag¢do no organismo em mamiferos, representando cerca de 0,5-1%, que é
convertido em AMPA, pelo metabolismo de bactérias, onde este ndo € metabolizado no
organismo?!*2, Por esse motivo, ndo foi surpreendente quando, em seus estudos, Mesnage et
al., 2012%, ndo conseguiu detectar o metabdlito AMPA em nenhuma das amostras biol6gicas
analisadas.

Quando se trata de risco em potencial, existe um consenso geral de que a exposi¢ao
devera se basear na quantidade de herbicida absorvida pelo organismo. Como ja mencionado,
o glifosato é pouco absorvido pelo organismo humano e mesmo que ocorra, 0 organismo nao
metabolizard este composto, indicando que ele ndo € biologicamente transformado ou
fragmentado em diferentes compostos quimicos que possam oferecer riscos toxicolégicos ao
nosso organismo>*.

E sabido que para as substincias que sdo mal absorvidas pelo trato gastrointestinal,
no organismo humano, as fezes representam grande parte da via de eliminacdo destes
compostos. Os niveis de glifosato absorvidos pelo organismo sdo rapidamente eliminados
através da urina, praticamente inalterado. Em casos onde foram constatadas intoxicagdes por
este herbicida, o tempo de meia-vida de eliminacdo deste composto foi de 2-3horas,
dependendo da quantidade exposta?!2.

Multiplos estudos sobre a eliminacdo do glifosato, relataram que por ser um
composto que ndo apresenta acumulacdo, ndo houve nenhum efeito significante apds doses

orais repetidas de glifosato e AMPA, em relagdo a administracdo de uma tnica dose em

camundongos. No caso de sua eliminacdo dos 0ssos, pode ser explicada devido a interagao



22

reversivel entre o 4cido fosfonico, presente no glifosato e AMPA, com os ions calcio?!. Ainda
em relacdo a cinética do glifosato, estudos sobre a fisiologia humana, os autores Silbernagel
e Despopoulos (2006) consideram um volume didrio de urina de 2litros para uma pessoa
adulta com massa corporal média de 60kg. Entretanto, este pressuposto apresenta uma grande
variabilidade, j4 que a excre¢do pode ser maior ou menor dependendo da quantidade de
liquido que as pessoas beberam e também, a excre¢ao por outras rotas, como por exemplo, a
transpiracdo que pode ser significativa.

Como j4 dito, a reabsorcao sistémica do glifosato no intestino € bastante reduzida.
Trabalhos publicados por Anado’n, (2009) sugerem uma taxa de absorcao de cerca de 20%,
o que indica que essa ingestdo possa ter sido até cinco vezes maior que a dose interna
resultante. Este cédlculo pode ser obtido a partir da férmula:

ng 100 x dose interna

Dose Externa (Ex massa corporal) =

Equacao 1

% absorgao oral

Seguindo o exemplo de Niemann et al. (2015) isso quer dizer que, se uma dose
interna de 12ug de uma quantidade totalmente ingerida de 60ug, equivale a uma dose externa
de 1ug/kg, isto €, 0,001mg/kg de massa corporal representaria 0,2% da dose didria aceitavel.
No mesmo estudo, ao realizar andlises de urina de operadores e consumidores que tiveram
contato direto com o pesticida glifosato, os agricultores apresentaram niveis de exposi¢cdo de
até 233ng/mL, no dia da exposicdo. Os autores deste estudo constataram que alguns
agricultores ndo tiveram concentracdes de glifosato detectdveis nas amostras de urina. De
maneira geral, a taxa de valores detectdveis foi de 60% no dia da aplicacdo e 27% até o
terceiro dia apds a aplicagao.

Ao realizar estudos farmacocinéticos de glifosato em macacos, Wester et al. (1991)
foram capazes de recuperar aproximadamente 95% das doses de glifosato administradas por
via intravenosa.

Em contrapartida, outros estudos analisaram amostras de urinas de aplicadores de
glifosato no dia antes, durante e 5 dias apds a exposicdo ao pesticida. Os resultados
mostraram que nenhuma das amostras coletadas foram encontrados niveis detectaveis e

quantificdveis de glifosato para um limite de deteccdo de 10ng/mL%.
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Cowell e Steinmetz (1990) analisaram as urinas de 15 participantes, onde as urinas
foram coletadas por um periodo de cinco dias (antes, no dia e os trés dias apds a aplicacdo).
Os resultados revelaram que quatro dos quinze trabalhadores tinham niveis detectdveis de
glifosato a partir do dia da aplicacdo. Contudo, nos outros dias, ndo foram encontrados
valores detectdveis, onde a concentracao mais alta encontrada foi de 14ng/mL e a maior dose
sistémica estimada foi de 0,0006mg/kg com um limite de detec¢do do método de 10ng/mL.

Em seus trabalhos, Wester ef al. (1991) revelou que uma outra possivel via de
exposicdo ao glifosato pelo contato dérmico Entretanto, outros estudos revelaram que a
superficie de pele de animais e de humanos realizados in vitro, indicaram uma absorcao
percutinea menor do que 2%,

O mecanismo de acdo do glifosato e suas formula¢des ainda sao pouco conhecidos.
Uma das razdes se deve ao fato de que existe uma grande variedade de sais de glifosato.
Além disso, hd uma grande variedade de produtos inertes e concentragdes presentes nestes
produtos, o que torna ainda mais dificil elucidar seu modo de agio™.

O glifosato ndo inibi a enzima acetilcolinesterase, apesar de ser classificado como
organofosforado. Por isso, ndo oferece efeitos decorrentes ao acimulo de acetilcolina no
organismo??. O glifosato proporciona o aumento dos niveis de consumo de oxigénio, da
atividade ATP-ase, interrompe a atividade da enzima aromatase, responsavel pela produgao
de estrogenos, gera alteracdo dos niveis de RNAm e reduz os niveis hepéaticos do citocromo
P450. Devido a redugdo dos niveis de P450, hd uma interferéncia no metabolismo de alguns
farmacos, que pode acarretar em uma predisposicdo para porfirias®.

Em relacdo a efeitos agudos provocados pelo glifosato em seres humanos, a tabela

2 apresenta algumas manifestacdes clinicas presentes por esta intoxicagao.
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Regiao Sintomas

Cardiovascular Choque, disritmia, taquicardia, palpitacdes,
arritmia ventricular, hipotensao,

bradicardia e parada cardiaca.

Sistema nervoso central Alteracdo da consciéncia e estado mental,
letargia.

Dermatolégico Irritacdo, piloerecdo, eritema, dermatite de
contato.

Endocrino Acidose metabdlica, hipertermia, elevacao

da amilase sérica e desidrogenase lactica.
Ocular Conjuntivite, edema periorbitério.
Genitounrinario Necrose tubular aguda, insuficiéncia renal,
hematuria, oligdria, andria.
Hematopoético Leucocitose.

Respiratério Hipdxia, lesdo pulmonar aguda, irritacao,
erosdo das mucosas do trato respiratério,
sensibilidade na via respiratéria superior,

broncoespasmo.
Gastrointestinal Nduseas, vOmitos, hiperemia da mucosa,
odinofagia, aumento da salivacdo erosio,

ulceracdo, gastrite.

Tabela 2. Efeitos agudos ocasionados pela intoxicacdo de glifosato?.

Embora a toxicidade do glifosato seja considerada baixa, DLso 5.600mg/kg (oral
aguda em ratos) e 5.000mg/kg (dermal aguda em ratos), alguns autores tém sugerido que este
herbicida possa apresentar alguns efeitos cronicos?'*2. De acordo com Brasil, 2003, a dose

diaria aceitavel por massa corpdrea do glifosato é de 0,042mg/kg.

Os efeitos cronicos do glifosato foram estudados a partir de ratos expostos
oralmente a este herbicida por um tempo de 24 meses na faixa de concentracdo entre 0 e
30.000mg/kg. Os resultados destes estudos revelaram que 8.000mg/kg ou 409mg/kg/dias foi

estabelecido como as concentragdes em que sdo observados efeitos adversos. Estes estudos
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foram importantes para classificar o glifosato na categoria “E”, categoria que ndo apresenta
evidéncias de carcinogenicidade em humanos, de acordo com a Agéncia de Protecdo

Ambiental dos Estados Unidos (EPA)**-%6.

2.4 Legislacao brasileira sobre o glifosato

No Brasil, o glifosato apresenta uma ampla cobertura legal e regulatéria no pais,
onde o Ministério da Sadde, através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa),
publicou normas estabelecendo limites maximos de residuos para o glifosato em culturas.
Tipos de culturas empregadas, modos de emprego, limites e intervalo de seguranca estao
resumidos na tabela 3. No caso da soja, por exemplo, o limite mdximo de residuos (LMR) de
glifosato levou em conta os resultados de andlises feitas por laboratdrios credenciados nas
redes oficiais da Anvisa e/ou Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA).
A saber: Instituto Adolfo Lutz (SP); Embrapa/Meio Ambiente, Jaguaritina (SP); Unicamp,
Campinas (SP); e CEPPA, Curitiba (PR). Estas andlises seguiram metodologias validadas
internacionalmente e apresentaram resultados com o limite maximo de residuos de glifosato

que foi estabelecido pelo Ministério da Saude.

Culturas Modalidade de LMR (mg/kg) Intervalo de
Emprego (Aplicacao) Seguranca

Algodao Pés-emergente 3,0 ND
Ameixa Pés-emergente 0,2 17 dias

Arroz Pés-emergente 0,2 ND
Aveia preta Dessecante 20,0 4 dias
Azevém Dessecante 10,0 4 dias
Banana Pés-emergente 0,02 30 dias
Cacau Pés-emergente 0,1 30 dias
Café Pés-emergente 1,0 15 dias
Cana-de-agucar Maturador 1,0 30 dias

Cana-de-agucar Pés-emergente 1,0 ND
Citros Pés-emergente 0,2 30 dias
Coco Pés-emergente 0,1 15 dias



26

Feijao Pés-emergente 0,05 ND

Fumo Pés-emergente UNA UNA
Maca Pés-emergente 0,2 15 dias
Soja Dessecante 10,0 7 dias
Soja Pés-emergente 10,0 ND

Tabela 3. Limites e modos de cultura para o glifosato*. (ND-néo disponivel; UNA- uso nio

alimentar).

A Anvisa estabeleceu uma ingestdo didria de 0,042mg/kg de massa corpérea®*. Em
relacdo a modalidade de emprego, o glifosato também pode ser utilizado em margens de
rodovias e ferrovias, dreas sob a rede de transmissdo elétrica, patios industriais e oleodutos e
aceiros. Este 6rgao ainda estabeleceu uma classifica¢do toxicolégica dos agrotéxicos com
base na DLso e que estd apresentada na tabela 4. Foram estabelecidos também a classificacdo

toxicoldgica para o glifosato de acordo com suas formulacdes exibida na tabela 5.

Classe Classificacao Cor da faixa do
rétulo presente na
embalagem
I Extremamente toxico (DLso menor que 50 mg/kg de peso Vermelho
Vivo)
II Altamente toxico Amarelo

(DLso de 50 mg a 500 mg/kg de peso vivo)

III Medianamente t6xico (DLso de 500 mg a 5.000 mg/kg de Azul
Peso Vvivo)
v Pouco téxico (DLso maior que 5.000 mg/kg de peso vivo) Verde

Tabela 4. Classes toxicolégicas dos agrotéxicos com base na DLso'. 'A dose letal (DLso) é a
dose de uma substancia, expressa em mg/kg de peso vivo, necessdria ingerir ou administrar para

provocar a morte de pelo menos 50% da populacio em estudo™*.
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Formulacao Classe toxicolégica CAS
Glifosato - sal de v 38641-94-0
isopropilamina
Glifosato - sal de potassio 111 39600-42-5 ou 70901-12-1
Glifosato - sal de amdnio v 114370-14-8

Tabela 5. Classificacdo toxicoldgica para diferentes formulacdes de glifosato*.

Em relacdo a legislacdo de limites aceitos de glifosato em dgua, a Brasil, 2003,
estabeleceu limites da classe III de 0,28mg/L em corpos d’agua. Em aguas potaveis

destinadas ao consumo humano a concentragdo limite deste herbicida € de 0,500mg/L.

2.5 Determinacoes analiticas para o glifosato

Nos ultimos anos, vérios trabalhos relataram impactos negativos no uso urbano
tendo sua aplicabilidade em ruas, calcadas e asfaltos, ja que sdo superficies impermedveis
podendo gerar riscos em escala local'®,

Desta maneira, devido ao vasto uso deste pesticida, tem-se a importancia em
desenvolver e aplicar metodologias confidveis para o monitoramento do glifosato nas
lavouras e afins. Sendo assim, um dos trabalhos de Helle e Chmelka. (2013) relataram que a
determinacdo do glifosato geralmente é realizada utilizando a cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) acoplado a sistemas multidimensionais de detec¢ao seletiva em massa
(MS/MS). Porém, devido ao fato do herbicida glifosato ser um composto organico de alta
polaridade, auséncia de grupos croméforos e valores de pK. de 0,78; 2,29; 5,96 e 10,98% ha
a dificuldade de separd-lo e aplicar parametros cromatograficos adequados, a partir de
técnicas cromatograficas como a cromatografia gasosa (CG), Cromatografia Liquida (LC) e
equipamentos com deteccdo por UV-vig38394041,

Por isso, a derivatizagdo com cloreto de 9-fluorrenilmetilloxicarbonilo (Fmoc-Cl)
(Figura 2) é uma técnica recomendada para se alcancar a sensibilidade e seletividade,
objetivando a melhora na separacdo cromatogréfica dos analitos, seguido da detec¢cdo por

fluorescéncia ou por espectrometria de massa*?.
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Figura 2. Derivatiza¢io do glifosato utilizando o Fmoc-CI*2,

A derivatizacdo € uma reacdo quimica utilizada para alterar a propriedade de uma
substancia, tornando-a com propriedades cromatograficas melhoradas®. E sabido que para
amostras de dgua a derivatizacdo combinada com injecdo direta no sistema de andlise é
realizada com sucesso. Porém, para andlise de residuos de glifosato e AMPA em alimentos,
Helle e Chmelka (2013) propuseram em seu método a derivatizacao com Fmoc-Cl utilizando
o sistema de extracdo SPE com o intuito de garantir a purificacdo dos compostos permitindo
que a determinacao/andlise fosse precisa e confidvel.

Trabalhos revelaram que reacdes de derivatizacao com a proporcdo de 1:1 de analito
e Fmoc-Cl sdo ineficazes**. Nos estudos realizados por Cantrinck et al. (2014) foram
utilizadas propor¢des maiores do Fmoc-Cl em relagdo ao analito, e pode se concluir que
proporcdes mais elevadas do agente derivatizante houve aumento significativo de absorcao
na faixa de detec¢do UV a 210nm.

Como ja dito, para realizar andlises por UV-Vis de glifosato e AMPA também ¢é
necessdria a reacdo de derivatizacdo, ja que estes compostos ndao apresentam grupos
cromoforos. Entretanto, além de reagdes de derivatizacdo requererem um longo tempo para
a homogeneizagao, essas técnicas cromatograficas possuem alto custo. Por isso, é necessario
a otimizacdo de técnicas simples e eficientes para a derivatizagdo de glifosato com Fmoc-Cl
para andlises cromatograficas.

A molécula de glifosato apresenta ligacdes covalentes do tipo C=0 e P=0. Estas
ligagdes podem obter absorbancia no intervalo ultravioleta de 198nm a 202nm*. Deste

modo, os demais componentes do meio reacional ndo interferem na absorbancia,
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comprovando a importancia da derivatizacdo do glifosato para maior sensibilidade da técnica
utilizada*!.

A andlise cromatogréfica e variacdes na absorbancia apds a reacdo de derivatizacdo
ndo sao influenciadas por diferentes tempos de reacdo, de tal forma que apds a
homogeneizacdo pode-se iniciar imediatamente sua andlise’®**. Em outra abordagem,
Ghanem, 2007, também realizou a derivatizacdo com Fmoc-Cl em glifosato e AMPA e
analisados por cromatografia liquida (CL), sendo este o primeiro método realizado em
residuos de esgoto.

Outra abordagem para a derivatizacao do glifosato envolve a utilizagdo da mistura de
anidrido trifluoacético (TFAA) e trifluoroetanol (TFE) em excesso (figura 2), que ¢é
conhecida em converter o glifosato e AMPA em apenas uma tnica etapa de reagdo, onde

seus derivados sdo suficientemente voldteis para andlises em GC/MS®.

- OH i g N 07 CF,
\ _.-*"'HH"-. .--'"P""H\ TFAATFE ? *, A | T
4 N e : ¥ N7 TP==0
D,;f H . 100°C/H1h &
OH g O.. _CF;s
Glifosato el

. TFAAITFE

I 100°C/1h

AMPA-Derivado

Figura 3. Reacdo simplificada da derivatizacio do glifosato e AMPA e seus

respectivos derivados!®.

Além dos trabalhos ja mencionados acima, existem inimeras anélises com o
herbicida glifosato com técnicas analiticas e metodologias desenvolvidas descritos

em diferentes matrizes e que pode ser observado na tabela 6.
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Matriz Analito Extracao Técnica analitica  Recuperacao (%) LD Referéncias
Urina Glifosato LLE HPLC-MS/MS 69-78% 1 ug/LL 46
Urina Glifosato, atrazina e TCP SPME HPLC-FL 85-117% 0,9 ug/L 47
Urina Glifosato LLE GC-MS/MS 95% 0,15 pg/L 48

Agua e solo Glifosato e AMPA LLE GC-MS/MS 85-111% 0,1 ug/L 40
Agua de esgoto Glifosato e AMPA LLE HPLC-FL - 0,1 pg/L 18
Soja e milho Glifosato e AMPA SPE LC-MS/MS 85-118% 0,5 ug/L 39
Agua de esgoto Glifosato e AMPA SPE LC-ESI-MS/MS 63-70% 20 pg/LL 44
Cereais Glifosato SPE HPLC-FL 86% 0,5 ug/L 49
Cenoura, dgua e Glifosato, AMPA e LLE GC-FPD 91-106% - 50
solo glufosinato
Agua Glifosato e AMPA SPE (troca i6nica) HPLC-FL - 14 ug/LL 51
Urina Glifosato e outros QuEChERS LC-MS/MS 61-125% - 52
organofosforados
Agua Glifosato, AMPA e SPE HPLC-FL 92-107% 0,2 ug/L 53
glufosinato

Tabela 6. Métodos analiticos para a determinagdo de glifosato. LLE- extracdo liquido-liquido; SPE- extra¢do em fase sélida;
SPME- micro extra¢do com simples gota; HPLC-FL- cromatografia liquida de alta performance com detector de fluorescéncia;
LC-MS/MS- cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas; LC-ESI-MS/MS- cromatografia liquida eletroforese
capilar acoplada a espectrometria de massas; GC-FPD- cromatografia gasosa com detector fotométrico de chamas; GC-MS/MS-

cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas.
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As técnicas analiticas mais utilizadas para a determinacao de glifosato encontradas na

literatura sdo: cromatografia gasosa, cromatografia liquida e eletroforese capilar. Todas s@o

extremamente Uteis para as andlises em residuos de agrotoxicos, apesar de apesar de

apresentarem vantagens e desvantagens, listadas na tabela 7.

Técnica Vantagens

Desvantagens

Solucgoes analiticas

GC - Alta sensibilidade e
seletividade;
- Alto poder de separacdo

dos analitos;

LC - Grande variedade de fases
moveis e estaciondrias;
- Capacidade de automacao
€ miniaturizagao;
- Aplicagdo para qualquer
solu¢do organica,
independente da volatilidade

e estabilidade térmica

EC - Alta resolugao dos picos e
poder de separagao;
- Baixo consumo de
solventes toxicos e de custo
elevado
- Capacidade de automacao

€ miniaturizagao;

- Inadequado para substancias
polares e de baixa volatilidade;
- Alto consumo de gases de alta

pureza

- Eficiéncia e seletividade
insuficiente;
- Uso excessivo de solventes e

toxicidade de fase movel;

- Inadequados limites de detec¢ao

- Derivatizagao

- Desenvolvimento de
coluna mais eficientes e
seletivas

- Derivatizagao

- Pré-Concentracdo da
amostra;

- Desenvolvimento de
metodologias com
combinagao de
detectores com alta

seletividade

Tabela 7. Comparacdo entre as técnicas analiticas mais utilizadas na determinacdo de

glifosato!®. GC- Cromatografia gasosa; LC- Cromatografia liquida; EC- Eletroforese capilar.
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2.6 Deteccao por Fluorescéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC ou CLAE) € uma das principais
técnicas empregadas para o monitoramento de compostos ndo volateis e/ou termicamente
estdveis por apresentar alta seletividade e sensibilidade em diferentes detectores. Com esta
técnica tornou-se possivel a deteccdo da maioria dos compostos e a andlise de tracos em
amostras complexas, como sangue, urina, solo, alimentos, petréleos“. A figura 4 apresenta

um diagrama de um cromatégrafo liquido moderno.

Detector
- m ——Solventes

AR} \
Bombas Injetor

Figura 4. Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia moderno'®.

Embora o detector de espectrometria de massas seja amplamente utilizado por
possibilitar a detec¢ao de baixos niveis de concentragdo, esses sistemas sao de custo elevado,
tornando sua disponibilidade limitada em boa parte dos laboratérios de pesquisas brasileiras.
Desta maneira, o desenvolvimento de metodologias analiticas eficientes e confidveis pode
ser realizada utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia por ser uma técnica amplamente disponivel e de sensibilidade de 10 a 1000
vezes maior se comparada com a detec¢io por UV-vis3.

As moléculas apresentam uma determinada configuracdo eletronica onde a energia
total € a menor possivel. O estado em que esta molécula se apresenta é chamado de estado
fundamental. Ao incorporar radiacio, esta molécula absorve esta energia assumindo uma

nova configuracdo de maior energia, chamado de estado excitado. Ao voltar para o estado

fundamental esta molécula pode ou nao liberar a energia absorvida. A transicdo em que se
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observa a emissdo de fétons é chamado de fluorescéncia. A figura 5 apresenta o processo de

absorc¢io e emissdo de fétons™.
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Figura 5. Processo absor¢do e emissdo de fluorescéncia™.

Para entender o funcionamento destas transi¢des, faz-se necessario o entendimento
sobre os orbitais moleculares. A ligacao ¢ pode ser formada a partir dos orbitais atdmicos s
ou por um s ¢ um p. Este ¢ chamado de orbital o. O orbital ® € formado a partir da
sobreposicdo de dois orbitais atdmicos p. Ao absorver energia necessdria para que seja
possivel requerer a passagem de um elétron 7 para um orbital ndo ocupado é conhecido como
7*, e a transicao € conhecida como n—m*. Uma molécula pode apresentar ainda elétrons nao
ligados (orbitais moleculares n/ ndo-ligantes). Esta transicdo ¢ conhecida como n— m*.
Geralmente a energia destas transicdes apresentam a seguinte ordem:

n—n* <t — n*<n— o* <o —n*<oc— o*>

Existem dois tipos importantes de orbitais na espectroscopia de absorcdo e
fluorescéncia, sao eles: HOMO, que representa o orbital molecular ocupado de maior energia
e LUMO, o orbital molecular ndo ocupado de menor energia. Estes dois orbitais se referem

ao estado fundamental da molécula. A figura 6 apresenta as possiveis transi¢des para o

formaldeido™.
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Figura 6. Diagrama de energia dos orbitais moleculares para o formaldeido®”.

Quando ocorre a excitagdo da transi¢do n—Tr*, um elétron é removido do atomo de
oxigénio indo para o orbital TT*, onde este encontra-se entre os dtomos de carbono e oxigénio.
Para a molécula de formaldeido, os orbitais ligantes e ndo-ligantes sdo localizados em pares
de atomos. A sobreposicdo de orbitais TT permite que os elétrons estejam deslocalizados.
Como ndo ha sobreposicdo entre os orbitais ¢ e 7, o sistema de elétrons entre eles pode ser
considerado independentes. Desta maneira, quanto maior for o sistema de elétrons TT, menor
serd a energia de transicdo TT—TT*, ou seja, isto quer dizer que maior serd o comprimento de
onda da banda de absorcdo correspondente®. A figura 7 ilustra o diagrama de Jablonski,
onde a fluorescéncia ocorre em energias menores ou comprimentos de onda maiores.

O tempo de vida de fluorescéncia e o rendimento quantico € a motivo do nimero de
fétons emitidos em relagcdo ao numero de fétons absorvidos. Compostos com alto rendimento
quantico apresentam uma emissao visivelmente brilhante. Este tempo determina o tempo em
que os fluoréforos estard disponivel para que ele interaja ou difunda-se no meio

disponibilizando a informacio de sua emissio™.
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Figura 7. Diagrama de Jablonski'®!.

A partir do diagrama de Jablonski, pode-se definir uma taxa de emissdo radiativa de

um fluoréforos dada por ! e ndo radioativa dada por k,. Ambas as taxa sdo responsdveis
pela despopulagao do estado excitado. A equacdo 2 indica que quanto menor for o valor a
taxa nao radioativa, maior serd o valor do rendimento quantico, onde 0 <® > 1. O rendimento
quantico pode ser tdo préximo da unidade quanto menor for a taxa de decaimento nao
radiativo. A fracdo de fluor6foros que decaem através da emissdao de fotons é dada pela

equacao 2.

r

D= C+k Equacdo 2

Os detectores de fluorescéncia apresentam grandes vantagens em relacdo a outros
métodos de espectroscopia, ji que possuem maior sensibilidade, um amplo espectro de
andlise e o erro inerente a medi¢do € praticamente constante em todo o intervalo de resposta.
A taxa de emissdo de fluorescéncia é tipicamente na ordem de 10® segundos e a taxa de do
tempo de vida da fluorescéncia é de 10°s. Além disso, espera-se uma alta intensidade de
fluorescéncia de compostos que sejam conjugados simetricamente ou que ndo podem gerar

estruturas fortemente i0Onicas. Outro fator relevante sobre o uso destes detectores se refere a
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qualidade da fase mével empregada, pois caso haja impurezas provenientes deste solvente o

detector pode absorver, diminuindo a sensibilidade do mesmo para os componentes da

amostra. Do mesmo modo, os detectores de fluorescéncia ainda possuem outras vantagens

em relacdo aos outros detectores que também sdo utilizados pela técnica HPLC'. A tabela 8

resume estas propriedades.

Caracteristica UV-vis Indice de Fluorescéncia Eletroquimico
Refracao
Modo de Absorbancia de luz Mudangas no Emissao Oxidagao ou
operagao na faixa do UV-vis  indice de refracdo fluorescente apds reducdo em
da fase mével excitagdo de luz potencial fixo
Seletividade Seletivo Universal Altamente seletivo Seletivo
Limite minimo
detectével 10°e 1071° 107 10 até 1072 10712
(g/mL)
Sensibilidade a Baixa Alta Baixa Média
temperatura
Sensibilidade a Nio Nao Nao Sim
fase movel
Utilidade com Sim Nao Sim Nao

gradientes
Tipos de

compostos

Compostos que
absorvem na

regido de trabalho

Compostos em

geral

Compostos ou
derivados que

fluorescem

Espécies que se
oxidam ou se

reduzem

Tabela 8. Propriedades de alguns detectores aplicados na técnica HPLC'.

Os compostos fluorescentes (fluoréforos) sdo divididos em duas classes; intrinsecos

e extrinsecos. Fluor6foros intrinsecos sdo compostos que emitem luz naturalmente. Ja os

fluoréforos extrinsecos emitem luz geralmente na faixa de comprimento de onda do espectro

visivel, ou seja, entre o infravermelho e o ultravioleta’. Para compostos organicos, a

fluorescéncia ocorre tipicamente em estruturas aromaticas alifaticos contendo carbonila ou



37

duplas ligacdes altamente conjugadas e estruturas rigidas >*. A figura 8 apresenta as

frequéncias e comprimentos de onda do espectro eletromagnético.
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Figura 8. Frequéncias e comprimentos de onda do espectro eletromagnético>*

Em relacdo ao funcionamento dos detectores de fluorescéncia, estes se baseiam em
uma lampada de excitacdo seguida por um filtro ou rede de difragdo por onde passa somente
o comprimento de onda excitante. Um outro filtro secundério é escolhido para eliminar o
comprimento de onda excitante, mas deixa passar o comprimento de onda emitido pela

amostra>*. A figura 9 apresenta o esquema de funcionamento do detector de fluorescéncia.

o
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Figura 9. Funcionamento de um detector de fluorescéncia'®.
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2.7 Validacao de Metodologia Analitica

Validacdo analitica € a avaliacdo sistemdtica de um método por meio de ensaios
experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que os requisitos
especificos para seu uso pretendido sdo atendidos®®. A validacdo de métodos bioanaliticos
deve conter ensaios de precisdo, exatiddo, curva de calibracdo, efeito residual, efeito matriz,

seletividade e estabilidade””’.

2.7.1 Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo € a capacidade de avaliar os
analitos de interesse na presenca de componentes presentes na amostra e que podem interferir
na sua determinacdo em amostra complexa. A seletividade garante que o pico de resposta
seja exclusivamente do composto de interesse. Por isso, a seletividade precisa estar
assegurada para que ndo sejam comprometidos os resultados dos parametros da linearidade,
precisdo e exatiddo. A seletividade pode ser avaliada comparando a matriz isenta da
substancia de interesse e a matriz adicionada com esta substancia padriao, onde, neste caso,

nenhum interferente deve eluir no mesmo tempo de retengio do analito de interesse™.

2.7.2 Linearidade

E a capacidade de um método analitico em produzir resultados que sejam diretamente
proporcionais a concentragdo do analito nas amostras, em um intervalo de concentracdo. Um
dos modelos matematicos utilizado para avaliar a linearidade € descrever esta dependéncia e
o ajuste desta equagio por método dos minimos quadrados ordindrios>®. A equagio da reta

que relaciona os parametros de regressao a e b € dada por:
y=ax+b  Equacio3
Onde:

y = Area do pico;

x = Concentragao;

a

b

Inclinagdo da curva de calibracao (sensibilidade);

Interse¢@o com o eixo y, quando x=0.
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O coeficiente de determinacdo (r?) é frequentemente usado para indicar o quanto pode
ser considerada adequada a reta como modelo obtido. A faixa de trabalho de um método € o
intervalo entre os niveis inferior e superior de concentracdo do analito onde foi possivel ser
demonstrado a precisdo, exatiddo e linearidade exigidas, sob as condicdes especificados no

ensaio”’.

2.7.3 Sensibilidade
A sensibilidade demostra a variagdo da resposta em fung¢do da concentrag¢do do analito

e que pode ser expressa pela inclinacdo da reta de regressio de calibracio™.

2.7.4 Limite de deteccao e limite de quantificagdo

O limite de deteccdo (LD) € a menor concentracdo do analito presente em uma
amostra que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada, devido a presenca de
erros muito grandes>®. O LD pode ser obtido a partir de pardmetros da curva analitica que é

expressa da seguinte forma:

PDa x 3,3
IC

LD = Equacao 4
Onde:
PDa = Desvio padrao do coeficiente linear da equagao;

IC = Coeficiente angular da curva analitica.

O limite de quantificacdo (LQ) € a menor concentracdo do analito que pode ser
quantificada com exatiddo e precisdo aceitdveis®. O LQ pode ser obtido através dos

parametros da curva analitica e que € expressa como:

LD = Pm;—cxw Equacao 5
Onde:

PDa = Desvio padrao do coeficiente linear da equacgao;

IC = Coeficiente angular da curva analitica.
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2.7.5 Precisdo

A precisdo de um método avalia a homogeneidade nos resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra em condi¢des definidas. Geralmente é
definida por meio da repetitividade e reprodutibilidade sendo expressas pelo coeficiente de

variagdo relativo (CV) e que pode ser expresso como®:

cv(%) = ix 100 Equacio 6

Onde:
S = Estimativa do desvio-padrdo absoluto;

x = Média aritmética do niimero de medi¢des das determinacgdes.

2.7.6 Exatidao

A exatidao é medida como a concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor
de referéncia aceita como convencionalmente verdadeiro. A avaliagdo da exatiddo pode ser
realizada através de ensaios de recuperagio’’.

Para a validacdo de métodos bioanaliticos, a exatiddo deve ser verificada a partir de,
no minimo, 5 (cinco) replicatas em, pelo menos, 5 (cinco) concentragdes que abrangem a
faixa de trabalho em niveis de baixa, média e alta concentracio’’. A exatidiio é expressa pelo

erro padrao relativo (EPR):

Concentracgio média experimental— Concentracio nominal

Exatidao (EPR) = x100%

Concentragio nominal

Equacao 7
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3. Obictivos

3.1 Objetivos gerais

Este projeto propde desenvolver e validar metodologia analitica para a determinacao
de amostras de urinas que podem conter residuos de glifosato, de agricultores e produtores
rurais na regido norte do Mato Grosso, que tiveram exposicao a longo prazo (maior que um
ano) ao pesticida glifosato empregando como preparo de amostra método de extragdo em

fase sdlida e determinacdo analitica por método cromatografico.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1. Desenvolver metodologia analitica por cromatografia liquida com detector de
fluorescéncia para o glifosato;

3.2.4. Otimizagdo dos parametros instrumentais para a detec¢do e quantificacdo dos
agrotoxicos empregando todos os sistemas citados anteriormente empregando o método
extracdo por cartucho SPE;

3.2.5. Elaborar planejamento experimental empregados para a otimizacdo dos métodos;
3.2.6. Avaliar a precisao, exatiddo, seletividade e sensibilidade do método analitico para a
deteccdo e quantificagdo do analito de interesse;

3.2.7. Aplicar a metodologia proposta em amostras de urina e verificar a existéncia ou ndo
do agrotéxico estudado considerando as concentragdes acima do limite de quantificagdo

estabelecido a ele.
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4.%4&@@%30@

Este trabalho foi realizado nos laboratérios da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

e Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp.

4.1 Instrumentacao

1. Centrifuga refrigerada Jouan CR 41, Thermo Electron Corportion (Ohio, USA);

2. Ultra-som Ultronique - Q3.0/40;

3. Balanga analitica de precisdo modelo Adventurer Ohaus modelo AR2140, com resolucao
de 0,0001g, calibrada junto a RBC (Rede Brasileira de Calibracao),

4. Micropipeta eletronica Peguepet, com faixa de trabalho de 100 a 1000 uL, calibrada junto
a RBC (Campinas, SP);

5. Micropipeta eletronica Labmatesoft, com faixa de trabalho de 10 a 100 uL, calibrada junto
a RBC, (Campinas, SP);

6. Micropipeta eletronica Pequepet , com faixa de trabalho de 100 a 5000 pL, calibrada junto
a RBC, (Campinas-SP);

7. Agitador orbital tipo vortex, modelo AP-56, Phoenix (Araraquara- SP);

8. Freezer Electrolux, modelo DC49A, com capacidade para atingir temperatura de -30° C
(Estocolmo, Suécia);

9. Sistema de purifica¢do de dgua Direct-Q UV3 Millipore (Molsheim, Franca);

10. Sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia LC-6AD, Waters, composto por:
injetor automatico modelo 717plus Autosampler; detector fluorescéncia 2475; e Sistema de
aquisicdo de dados através do software Waters Empower™ 3 (G. Bookham,Reino Unido).

11. Coluna cromatografica Kromasil C18 (150mm x 4,6 mm) Thermo Electron Corporation.
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4.2 Reagentes e Materiais

1. Acetonitrila grau HPLC, pureza minima 99,0%, Lichrosolv, Merck (Darmsdat,
Alemanha);

2. Cloroformato de 9-fluorenilmetilo 99,0%, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA);

3. Metanol grau HPLC, pureza minima 99,0%, J. T. Baker (Xalostoc, México);

4. Acido férmico 85%, Exodo Cientifica (Ohio, EUA);

5. Tetraborato de s6dio decahidratado 99,0% (Sigma- Aldrick);

6. Fosfato de Potdssio Bifdsico PA. 99.0% ACS. Exodo Cientifica (Hortolandia-SP);

7. Fosfato de S6dio monobdsico anidro 99,0%. Vetec (Sigma- Aldrick);

8. Vials 9mm-12x32mm, 2mL. Flowsupply

9. Agua destilada;

10. Agua purificada em sistema Direct-Q UV3® Millipore (resisitividade 18,2 MW cm);
11. Tubo de polipropileno, com tampas rosqueadas, capacidade de 45 mL (Sarstedt,
Alemanha);

12. Tubo de polipropileno, com tampas rosqueadas, capacidade de 15 mL (Sarstedt,
Alemanha);

13. Tubos de centrifugos graduados de 2,0 mL de polipropileno, tipo Eppendorf (Sarstedt,
Alemanha);

14. Baloes volumétricos calibrados junto a RCB de 10, 25, 50, 100 e 1000 mL.

15. Espétulas metélicas;

16. Garrafas lavadeiras;

17. Proveta de 1000 mL;

18. Grades para tubo de 2,0 e 50 mL;

19. Cartuchos SPE Waters OASIS, HLB Catridge, 30 um Particle Size (Massachusetts,
EUA);

20. pHmétro Kasvi, modelo K39-2014B (Sarstedt, Alemanha).

4.3 Padrdes Analiticos

Todos os padrdes analiticos utilizados neste trabalho apresentam grau de pureza superior
a 98% e foram adquiridos, a partir de doag@o da empresa Syngenta®, da Sigma-Aldrich (Sant
Louis, EUA).


https://www.google.com.br/search?rlz=1C1GGRV_enBR748BR748&q=waters+corporation+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MDKrzMjOVuIEsQ1zLbILtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAPvUToBFAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwieya6RsNXYAhVMGpAKHTy4AusQmxMIvAEoATAP
https://www.google.com.br/search?rlz=1C1GGRV_enBR748BR748&q=waters+corporation+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MDKrzMjOVuIEsQ1zLbILtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAPvUToBFAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwieya6RsNXYAhVMGpAKHTy4AusQmxMIvAEoATAP
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As solucdes analiticas estoque do agrotéxico glifosato foram preparadas através da

dissolucdo em dgua de 10mg de padrao para um volume final de solu¢ido de 10mL.

4.4 Area da Coleta

A drea da coleta das amostras corresponde ao municipio de Nova Mutum, regido
localizada no Estado do Mato Grosso, 242km ao norte de Cuiabd, capital do estado. De
acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica IBGE)®, a cidade possui 42.607
habitantes.

De acordo com a Prefeitura Municipal de Nova Mutum, a principal fonte da economia é
a agricultura, focando na produc¢do de soja, milho e algodao, sendo esta, a segunda regido de
maior produc¢do de grios do estado e um dos maiores do Brasil. A figura 10 apresenta a regido

de onde foram coletadas as amostras de urina.
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Figura 10. Localizagdo da regido de Nova Mutum (a). Localizacdo de Nova Mutum no
Estado do Mato Grosso (b). Localizacdo do Estado do Mato Grosso no Brasil (c). Fonte:

Imagens Google Maps.

4.5 Coleta das amostras

As amostras de urinas foram obtidas de agricultores e produtores rurais que tiveram
exposicao em longo prazo (maior que um ano) ao pesticida glifosato, na regido norte do Mato
Grosso, na cidade de Nova Mutum. As amostras foram coletadas e armazenadas em frascos
plasticos e congeladas em freezer numa temperatura de -20°C até o momento das analises.
Estas amostras possuem estabilidade de seis meses (tabela 9). Além disso, estas amostras
foram classificadas em trés tipos: pré, alta e pds. Pré representa antes da exposicao dos
individuos aos agrotoxicos. Alta representa o periodo durante a exposi¢do e contato direto

aos pesticidas. Pés informa o periodo apds a exposi¢ao.
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N° da Amostra Data da Amostra Data da Amostra | Data da Idade Funcao Tempo de Uso de
Identificacao Coleta Coleta Coleta Exposi¢ao EPI
1 1 PRE | 20/12/2016 | 1 ALTA | 11/01/2017 1 POS | 20/02/2017 34 Aplicador 4 anos Sim
2 2PRE | 20/12/2016 | 2 ALTA | 11/01/2017 | 2 POS | 20/02/2017 24 Aplicador 5 anos Sim
3 3 PRE | 20/12/2016 | 3 ALTA | 11/01/2017 3 POS | 20/02/2017 40 Aplicador 5 anos Sim
4 4 PRE | 20/12/2016 | 4 ALTA | 11/01/2017 | 4 POS | 20/02/2017 50 Caldeiro 5 meses Sim
5 SPRE | 20/12/2016 | 5 ALTA | 11/01/2017 5POS | 20/02/2017 21 Caldeiro | 1 ano 6 meses Sim
6 6 PRE | 20/12/2016 | 6 ALTA | 11/01/2017 | 6 POS | 20/02/2017 22 Caldeiro 1 ano Sim
7 7PRE | 20/12/2016 | 7 ALTA | 11/01/2017 | 7 POS | 20/02/2017 28 Aplicador 7 anos Sim
8 8 PRE | 20/12/2016 | 8 ALTA | 11/01/2017 8POS 20/02/2017 33 Caldeiro 5 meses Sim
9 9 PRE | 20/12/2016 | 9 ALTA | 11/01/2017 | 9 POS | 20/02/2017 35 Aplicador 1 ano Sim
10 10 PRE | 20/12/2016 | 10 ALTA | 11/01/2017 | 10 POS | 20/02/2017 24 Aplicador 2 anos Sim
11 11 PRE | 20/12/2016 | 11 ALTA | 11/01/2017 | 11 POS | 20/02/2017 21 Caldeiro 5 anos Sim
12 12 PRE | 20/12/2016 | 12 ALTA | 11/01/2017 | 12 POS | 20/02/2017 29 Caldeiro 3 anos Sim
13 13 PRE | 20/12/2016 | 13 ALTA | 11/01/2017 | 13 POS NC/DP 21 Caldeiro 4 meses Sim
14 14 PRE | 20/12/2016 | 14 ALTA | 11/01/2017 | 14 POS | 20/02/2017 28 Aplicador 2 anos Sim
15 15 PRE | 20/12/2016 | 15 ALTA | 11/01/2017 | 15POS | 20/02/2017 36 Agricola 6 anos Sim
Lider
16 16 PRE | 20/12/2016 | 16 ALTA | 11/01/2017 | 16 POS | 20/02/2017 50 Aplicador 4 anos Sim
17 17 PRE | 22/12/2016 | 17 ALTA | 12/01/2017 | 17 POS | 18/02/2017 20 Aplicador 1 ano Sim
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18 18 PRE | 22/12/2016 | 18 ALTA | 12/01/2017 | 18 POS | 18/02/2017 21 Aplicador 6 meses Sim
19 19 PRE | 22/12/2016 | 19 ALTA | 12/01/2017 | 19 POS | 18/02/2017 27 Caldeiro | 1 ano 9 meses Sim
20 20 PRE | 22/12/2016 | 20 ALTA | 12/01/2017 | 20 POS | 18/02/2017 33 Caldeiro | 2 anos 4 meses Sim
21 21 PRE NC 21 ALTA | 12/01/2017 | 21 POS | 18/02/2017 25 Caldeiro 3 meses Sim
22 22 PRE | 22/12/2016 | 22 ALTA | 12/01/2017 | 22 POS | 18/02/2017 21 Caldeiro 3 meses Sim
23 23 PRE | 22/12/2016 | 23 ALTA | 12/01/2017 | 23 POS | 18/02/2017 26 Caldeiro | 1 ano 6 meses Sim
24 24 PRE | 22/12/2016 | 24 ALTA | 12/01/2017 | 24 POS | 18/02/2017 21 Caldeiro 15 dias Sim
25 25 PRE | 22/12/2016 | 25 ALTA | 12/01/2017 | 25 POS | 18/02/2017 34 Aplicador 6 anos Sim
26 26 PRE | 22/12/2016 | 26 ALTA | 12/01/2017 | 26 POS | 18/02/2017 24 Aplicador 1 ano Sim
27 27 PRE | 22/12/2016 | 27 ALTA | 12/01/2017 | 27 POS | 18/02/2017 32 Aplicador 2 anos Sim
28 28 PRE | 22/12/2016 | 28 ALTA | 12/01/2017 | 28 POS | 18/02/2017 22 Aplicador 2 anos Sim
29 29 PRE | 22/12/2016 | 29 ALTA | 12/01/2017 | 29 POS | 18/02/2017 28 Aplicador 10 anos Sim
30 30 PRE | 22/12/2016 | 30 ALTA | 12/01/2017 | 30 POS | 18/02/2017 32 Motorista 7 meses Sim

Tabela 9. Informacdes das amostras de urina coletadas, bem como data da coleta, idade, fun¢do, tempo de exposi¢do e uso de

EPS’s dos trabalhadores participantes da pesquisa. NC- Nao coletada; DP- Desligado da propriedade.
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4.6 Preparacao das Solucoes de Trabalho

Preparou-se 100 mL de uma solu¢do de trabalho de concentracdo 6,0 ng/mL, contendo o
agrotoxico glifosato. Para isso, transferiu-se o volume adequado de cada solugdo estoque
anteriormente preparada de cada agrot6xico, para um baldo volumétrico de 100,0 mL, ja
contendo um pequeno volume de dgua, sendo, posteriormente, o volume completado com
este mesmo solvente. A solucdo assim obtida foi armazenada em frascos ambar, com
capacidade de 40 mL, rotulados de forma indelével.
Essa solucdo principal foi utilizada para os ensaios de fortificagdo e também para o estudo
de linearidade e confecc¢do das curvas analiticas através de sua dilui¢do, nas concentracdes
de 1,15; 2,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0; 100,0 e 120,00 ng/mL (solu¢des analiticas). Todas
as solucoes analiticas foram preparadas em dgua e armazenadas em freezer a - 20 °C. Antes
da utilizacdo das mesmas, estas foram retiradas do freezer, deixadas atingir a temperatura

ambiente e, em seguida, agitadas para completa homogeneizagao.

4.7 Preparo de Fase Movel
Em todos os experimentos a fase mével foi composta por tampao fosfato e acetonitrila
(75:25). A fracao aquosa (tampao fosfato pH 5,5) foi preparada da seguinte forma:
1. Pesou-se 6,80g de fosfato de potdssio monobdsico em um béquer, denominada
solugdo A;
2. Pesou-se 17,90g de fosfato de sddio dibdsico dodeca-hidratado em outro béquer,
denominada solugao B;
3. Para cada solug@o, com o auxilio de um balao volumétrico de 0,5L, adicionou-se
este mesmo volume de dgua milli-Q para cada béquer;
Em uma proveta de 0,5L, misturou-se 482mL da solu¢do A e 18mL da solugio B;
O pH fo1 ajustado sempre que necessario com uma solu¢do de NaOH 0,5mol/L;

Armazenou-se em frasco ambar de borosilicato de 1L

N s

Desgaseificou-se a solu¢do sempre antes de sua utilizagdo.
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4.8 Selecao da Coluna Cromatografica e Otimizacao das Condicoes Cromatograficas
Neste trabalho foi avaliada a coluna cromatogréfica Kromasil C18 (150mm x 4,6 mm)
Thermo Electron Corporation, afim de investigar seu desempenho na separacdo do
agrotoxico. A coluna foi avaliada quanto ao perfil do cromatograma obtido a partir da injecao
de uma solugdo de concentracao 100,0 ng/mL contendo o analito a ser estudado. As injecdes
foram realizadas no sistema FL sob as seguintes: volume de inje¢cdo 20uL, fluxo 1,0mL/min,
temperatura do amostrador automatico 24°C, faixa hem263 nm a Aex 317%. A figura 11 ilustra

o cromatdgrafo utilizado para a validagdo da metodologia e andlise das amostras.

Figura 11. Cromatdgrafo utilizado para as andlises. a) Fase mével; b) Detector UV;
c¢) Detector de fluorescéncia; d) Controlador da bomba; e) Bomba de pressao e fluxo;

f) injetor; g) Local das amostras e h) Coluna cromatografica.
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4.9 Avaliacao das Condicoes Otimas de Trabalho
Foram avaliados alguns fatores de niveis para avaliar as concentracdes Otimas de
trabalho para o Fmoc-Cl e o tampao borato pH 9, utilizados nas reagcdes de derivatizagcdo para
o glifosato em padrdao na matriz.
a) Verificacdo da derivatizacgdo:
- Andlise de 200ng/mL de Fmoc-Cl sem a presenga dos analitos;
- Andlise do analito na concentracdo de 100ng/mL com 400ng/mL de Fmoc-CL
b) Ocorréncia da derivatizacao:
- Andlise do analito na concentracdo de 100ng/mL de padrdo com 400ng/mL de
Fmoc-Cl e 0,01mol/L de tampao borato pH 9;
- Andlise do analito na concentracdo de 100ng/mL de padrdo com 400ng/mL de
Fmoc-Cl e 0,125mol/L de tampao borato pH 9;
- Andlise do analito na concentracdo de 100ng/mL de padrdo com 400ng/mL de

Fmoc-Cl e 0,2mol/L. de tampao borato pH 9.

4.10 Preparo de Amostras

Para o preparo das amostras, as mesmas foram retiradas do freezer até atingir a
temperatura ambiente decorrida da homogeneizagdao das mesmas.

Pipetou-se 2 mL de urina, adicionou-se 0,4 mL da solu¢do padrdo de trabalho e 0,6
mL de acetonitrila (que ajuda na separacdo de compostos organicos presentes na urina). As
amostras foram centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos.

Pré-condicionou-se cartuchos SPE com 2mL de metanol acidificados com 100uL de
dcido férmico 0,1% (solucdo de metanol desgaseificada). Passou-se a amostras centrifugada
que foi eluida posteriormente com 3 mL de acetonitrila.

Para a derivatizacao das amostras, foi adicionado uma concentragdo de 1,6pug/mL de
Fmoc-Cl e 500uL de solu¢ao tampao borato pH 9 0,20mol/L para cada ImL de amostra, de
modo que a propor¢do glifosato e Fmoc-Cl fosse de 1:4. O preparo da solucao de Fmoc-Cl
foi realizado da seguinte forma:

1. Pesou-se 20mg + 0,5mg de padrdao Fmoc-Cl em um tubo falcon de 15mL;

2. Pipetou-se 10mL de acetonitrila e acrescentou-se este volume no falcon com o

Fmoc-ClI;
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3. Homogeneizou-se a solugdo através de agitador magnético por 1minuto;

4. A solucdo foi armazenada em freezer a -20°C até seu uso;

5. A solugdo apresenta estabilidade por até 7dias congelada.

Para o preparo da solu¢do de tampao borato pH 9,0 0,20mol/L, pesou-se 76,27g +
0,5mg de tetraborato de s6dio diluido em 1L de dgua milli-Q que foi homogeneizado
manualmente até a solubilizacdo. O pH foi ajustado com NaOH 0,5mol/L. sempre que
necessario.

A reacdo de derivatizacdo foi realizada em agitador ultrassom por 15 minutos a
temperatura ambiente. Para garantir que ndo houvesse aumento de sinal do analito causado
por contaminacdo proveniente de amostras analisadas anteriormente, foi avaliado o efeito
residual (carryover). Para isto, utilizou-se um padrao de glifosato em matriz numa
concentragao conhecida (50ng/mL) que foi inserida durante a andlise das amostras no inicio,
entre 5 em 5 amostras e no final da andlise. Quando foi encontrado aumento de sinal em
alguma destas amostras, a mesma foi reanalisada para assegurar a qualidade e confiabilidade

dos resultados obtidos.

4.11 Validacio do Método na Determinacao/ Quantificacdo de Residuos do Pesticida
em Urina

A validacdo de todas as metodologias analiticas seguird os critérios da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria pela nova Resoluciao da Diretoria Colegiada (RDC) n°27,

de 17 de maio de 201277,

4.11.1 Linearidade
Para o estudo de linearidade e confec¢do da curva de calibragdo, as amostras de urina
foram submetidas a andlises em triplicata nas concentragdes de 1,15; 2,0; 5,0; 10,0; 25,0;
50,0; 75,0; 100,0 e 120,00 ng/mL. O método utilizado € descrito a seguir:
1. 10mg + 0,5mg de padrao glifosato foi pesado em um tubo de centrifuga de 15mL;
2. Solubilizou-se em uma solu¢do de 10mL contendo 8mL de urina e 2mL de
acetonitrila. A mistura foi homogeneizada manualmente por 10 segundos;

3. Centrifugou-se a mistura por 10minutos a 3000rpm;
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4. Ap6s centrifugacdo, passou-se a mistura em cartucho SPE, que foi previamente
condicionado com 2mL de metanol acidificado com acido férmico 0,1%;

5. Para cada 1mL da mistura, eluiu-se o cartucho com 3mL de acetonitrila;

6. Derivatizou-se 10mL desta solu¢gdo com SmL de Fmoc-Cl 2mg/mL e SmL tampao
borato pH 9,0 0,20mol/L;

7. Colocou-se a reagao em banho ultrassom por 15minutos a temperatura ambiente;

8. Aliquotas de 120uL da mistura foram transferidas em tubos falcon de 15mL e
completados com dgua até o volume de 15mL, sendo que cada nivel de
concentracgdo (total de 9 niveis) foi preparado em seis replicatas; Esta solucdo foi
utilizadas para a preparacio de todos os niveis de concentragdo utilizados para a
curva analitica;

9. Para cada nivel de concentracdo, foi preparado ImL de solu¢do contendo dgua
milli-Q e o volume adicionado de solucdo analitica mostrado na tabela 10,

necessario em cada nivel.

Concentracao Concentracao de Volume de Solucao de Volume de
(ng/mL) Solucao Analitica Trabalho Adicionado Agua
(ng/uL) (nL) adicionado (uL)
1,15 0,0015 1,15 998,85
2,0 0,002 2,0 998.,0
5,0 0,005 5,0 995,0
10,0 0,010 10,0 990,0
25,0 0,025 25,0 975,0
50,0 0,050 50,0 950,0
75,0 0,075 75,0 925,0
100,0 0,100 100,0 900,0
120,0 0,120 120,0 880,0

Tabela 10. Tabela contendo dados para o preparo da curva analitica em matriz.
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4.11.2 Seletividade e sensibilidade

O estudo de seletividade foi determinado juntamente com os ensaios de linearidade.
Os cromatogramas foram analisados, quanto a presenca de sinais dos ions do agrotéxico
estudado.

A seletividade foi determinada comparando uma amostra de branco isenta de
contaminacdo e outra com a contamina¢do de glifosato na concentracdo de 50ng/mL. Ja a
sensibilidade foi verificada a partir do coeficiente angular que é obtido a partir da curva

analitica, o qual indica a variacdo da resposta em fun¢do da concentra¢do do analito.

4.11.3 Analises dos solventes e reagentes pelo método de extracao com cartuchos SPE

Este processo tem por relevancia verificar a pureza dos solventes e reagentes, para
que nao haja risco de contaminacdes por residuos do agrotéxico a ser estudado. Para o
desenvolvimento deste método, foi realizado todo o processo normal de derivatizacdo, fator
de dilui¢do e extracdo da amostra na auséncia da urina. Esta solucao foi designada o branco
do reagente.

Desta forma, para o procedimento, solubilizou-se 10mg de glifosato em uma solu¢do
de 10mL contendo 8mL de 4dgua e 2mL de acetonitrila. A mistura foi homogeneizada
manualmente por 10 segundos e centrifugada por 10minutos a 3000rpm. Apds centrifugacgao,
passou-se a solucdo em cartucho SPE, que foi previamente condicionado com 2mL de
metanol acidificado com dcido férmico 0,1%. Para cada 1mL da solugao, eluiu-se o cartucho
com 3mL de acetonitrila.

Derivatizou-se 1mL desta solucdo com 0,5mL de Fmoc-Cl 2mg/mL e 0,5mL tampao
borato pH 9,0 0,20mol/L. Colocou-se a reacdo em banho ultrassom por 15minutos a

temperatura ambiente. Em seguida, a solu¢do foi injetada no sistema CLAE-FL.

4.11.4 Ensaios de fortificacdo e extracao com o método de extraciao com cartuchos SPE
para avaliacao da precisao, exatidao e recuperacao

Estes estudos de fortificacdo e de recuperacao tem o intuito de avaliar a eficiéncia do
método de tratamento da amostra avaliando sua exatiddo como um todo. A determinagdo é
feita relacionando o valor encontrado pelo método e o valor real medido que foi inicialmente

adicionado na matriz.
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Desta forma, a partir das recuperacdes obtidas do pesticida, foi possivel analisar a
exatiddo do método analitico, e com os valores de coeficientes de variacao (CV%) obtidos,
foi possivel avaliar a repetitividade (precisdo) e reprodutibilidade dos valores obtidos.

Determinou-se a precisdo intracorrida e intercorrida para avaliar a proximidade dos
resultados obtidos. A avaliacdo foi verificada por meio de seis replicatas nas concentracdes
de 5,0;10,0; 50,0; 70,0 e 120,0ng/mL. A precisdo foi calculada por meio do CV% das areas
obtidas nio devendo ser superior que 20%>. Para a precisdo intercorrida, este procedimento
foi repetido apds dois dias da primeira andlise.

A exatiddo foi determinada através da média experimental obtida a partir de seis
replicatas do analito adicionados a matriz nas concentracdes de 5,0;10,0; 50,0; 70,0 e
120,0ng/mL (Tabela 11). Além desta etapa, foram realizadas andlises da precisao
instrumental para dar maior confiabilidade nos resultados, e andlise da matriz sem a
contaminacdo do pesticida para verificar a auséncia deste composto na matriz. Estas amostras

foram denominadas de branco na matriz.

Concentracao Concentracao de Volume de Solucao de Volume de
(ng/mL) Solucao Analitica Trabalho Adicionado Agua
(ng/uL) (nL) adicionado (uL)

5,0 0,005 5,0 995,0

10,0 0,010 10,0 990,0

50,0 0,050 50,0 950,0

70,0 0,070 70,0 920,0
120,0 0,120 120,0 880,0

Tabela 11. Tabela contendo dados para preparo das amostras fortificadas e para

estuda da recuperacao.

4.11.5 Limites de Deteccao (LD) e de Quantificacao (LQ):
O LD e LQ foram determinados a partir de 6 preparos de glifosato em matriz em

sextuplicadas e preparadas de forma independentes.
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4.11.6 Estabilidade do Analito em Matriz Biologica e Ciclos de Congelamento e
Descongelamento

A avaliacdo da estabilidade do analito em matriz biolégica € realizada reproduzindo-
se as mesmas condi¢cdes de armazenamento, preparo e andlises do método proposto. Para
isto, os estudos da estabilidade das amostras foram divididos em duas partes, estabilidade de
curta e longa duracio em diferentes amostras contaminadas com glifosato na concentragdo
de 50,0ng/mL. As amostras (n=6) foram armazenadas em freezer a -25°C onde foram feitas
as andlises ap0s o intervalo de 0, 6, 24 e 48 e 72horas.

Para os ciclos de congelamento e descongelamento, as amostras (n=6) foram
congeladas a temperatura de -25°C e mantidas por 24horas, sendo entdo submetidas ao
descongelamento a temperatura ambiente. Quando completamente descongeladas, as
amostras foram congeladas novamente a mesma temperatura citada anteriormente, passando
por trés ciclos de degelo, no intervalo de 24horas cada ciclo, quantificando-se o analito nas
amostras ao final do dltimo ciclo. Para o estudo da estabilidade das amostras durante os ciclos
de congelamento e descongelamento, as mesmas foram contaminadas a uma concentragao de
50ng/ml.

Todas as amostras para ambos os estudos foram escolhidas de forma aleatoria,

podendo ser amostras classificadas em Pré, Alta ou Po6s.

4.11.7. Analise de residuos e Avaliaciao de correlacio linear (Teste F).

A fim de garantir a confiabilidade dos dados obtidos, foi avaliado a adequabilidade
de um modelo de regressdo com base nos residuos. O residuo é dado pela diferenca entre a
variavel reposta observada (drea) em relagdo a varidvel resposta estimada. Além disso, a
andlise de residuos deve refletir as propriedades impostas pelo termo de erro do modelo,
como por exemplo, apresentar um modelo linear e ndo existir pontos atipicos (outliers)

influentes>®. A figura 12 ilustra a avaliacdo dos residuos.



56

Figura 12. Grifico de distribuiciio dos residuos em funcdo da resposta analitica>®.

O teste F ¢ utilizado para comparar as precisdes de dois conjuntos de dados. Neste
trabalho o teste F foi aplicado para avaliar as precisdes intradia e interdia e que é calculado

da seguinte forma:

F = % Equacao 8
Onde o Da e Db representam os desvios padrdes das duas andlises. O maior valor de
D deve estar sempre no numerador, de modo que o valor de F é sempre maior que a unidade.
A significancia é verificada do valor obtido de F tabelado (apéndice 1) que € calculada a

partir dos nimeros de graus de liberdade dos dois conjuntos de dados.
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5. Reaulladas

5.1 Otimizacao das Condicoes Cromatograficas

Inicialmente foram desenvolvidas e otimizadas algumas condi¢Ges analiticas para a
metodologia proposta, bem como propor¢do de analito e derivatizante, como também a
concentracao mais adequada do tampao borato pH, que € essencial durante o processo de
derivatizacdo. Estes testes visaram otimizar, principalmente, a derivatizacdo de glifosato de
forma a garantir que todo o analito fosse derivatizado. O tempo empregado para as andlises
foi de 8,0min. A figura 12 apresenta o cromatograma do glifosato em matriz derivatizado
com Fmoc-Cl. As amostras foram injetadas imediatamente apds o processo de derivatizacdo
e possuem estabilidade de 5 dias quando congeladas.

Além disso, as condi¢Oes cromatograficas determinadas na parte experimental a partir
de um amplo estudo realizado nas literaturas disponiveis proporcionaram boa resolugdo e
separagao do pico do analito de interesse. A escolha da coluna cromatografica, por exemplo,
foi definida a partir de trabalhos que realizaram o mesmo tipo de coluna**>’. Foram
realizados alguns testes iniciais e apds verificar a andlise da determinacdo do padrao de
glifosato em dgua, os testes foram seguidos com a coluna cromatografica escolhida, onde

esta permitiu um volume de injecao de 20uL.

10000 Excesso de Fmoc-Cl
500,00 /
Glifosato
5 E00,00
- Ared 35 B0T.100
400,00 ‘53
&

200.00

000

1 'y
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 400 4,50 500 550
Hnutes

Figura 13. Regido no cromatograma situada entre 0,0 e 5,00min, apresentando: o

cromatograma do pico do excesso do Fmoc-Cl (a esquerda) e do glifosato (a direita).
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O emprego da técnica com deteccdo por fluorescéncia permitiu a andlise de glifosato
sem comprometer a qualidade da resposta do agrotéxico. E importante dizer que a deteccio
por fluorescéncia se mostrou muito eficaz para a determinacdo de glifosato, pois
inicialmente, além do desenvolvimento de uma metodologia analitica por detec¢do por
fluorescéncia foi também desenvolvido outra metodologia por cromatografia liquida
acoplada espectrometria de massas, onde esta ndo apresentou resultados satisfatorios
comparados com o detector utilizado no desenvolvimento deste trabalho. Os resultados
preliminares obtidos a partir do espectrdmetro de massas mostraram grandes ruidos nos
cromatogramas e que estes ruidos poderiam interferir consideravelmente na qualidade dos
resultados durante a andlise das amostras de urina. O método inicialmente utilizado no
espectrometro de massas seguiu os mesmos procedimentos de Cabrices e Schreiber (2007).
As figuras 14 e 15 apresentam os cromatogramas de glifosato em matriz obtidos pelo

espectrometro de massas nas concentragdes de 2 e Sng/mL.

[1:Glifosato TIC[+)
1:Clifosato 160,90=-88.00 +) CE: -5

1000 1. Glifosato 169,90-50,10(+) CE- -1

Figura 14. Cromatograma obtido do LC-MS/MS na concentracio de 2ng/mL de glifosato

em matriz.
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3500 -Glifcsato TIC(+)

1:Glifosatn 160,086,000 +) CE: -0

Figura 15. Cromatograma obtido do LC-MS/MS na concentra¢do de Sng/mL de glifosato

em matriz.

Deste modo, estes resultados iniciais foram essenciais para a escolha em realizar o

desenvolvimento de metodologia analitica pela deteccao por fluorescéncia.

5.2 Avaliacao das Condicoes Otimas de Trabalho

Foram avaliados os fatores de niveis experimentais do glifosato para a otimizacao dos
métodos cromatograficos. Ao realizar a verificacdo da reagdo de derivatizagdo entre o
glifosato e o Fmoc-Cl, a propor¢ao de 1:4 de glifosato/Fmoc-Cl para as andlises por HPLC-
FL foi escolhida de modo a garantir que todo o glifosato presente fosse derivatizado®®. A
figura 16 apresenta as concentracdes de tampdo borato pH 9 em relag@o as dreas dos picos

cromatograficos.
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Avaliacdo da concentracio de tampao pH 9,0
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Figura 16. Fatores de niveis empregados para garantir melhor ocorréncia da reacdo de

derivatizacdo.

5.3 Resultados da validacido do método por deteccio por fluorescéncia para a

determinacio de glifosato

5.3.1 Linearidade
O método apresentou-se linear com coeficientes de determinacdo acima de 0,999 em
dgua e matriz, mostrando-se significativos dentro do intervalo de trabalho proposto. As
equacdes lineares e os coeficientes de determinacdo foram: y= 85214x + 54657 e r’= 0,9993
(em 4dgua) e y = 17145x + 1213,3 e r’= 0,9993 (na matriz). A figura 17 mostra as curvas

analiticas obtidas a partir destes resultados e a figura 18 apresenta o grafico de residuos.
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Figura 17. Curvas analiticas que serdo utilizadas para a determinagdo de glifosato em dgua

(esquerda) e em urina (direita).
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Figura 18. Andlise de residuos nas amostras.

5.3.2 Limite de deteccio e limite de quantificacao

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) de glifosato obtido para o método

proposto em amostras de urina foram de 0,34 ng/mL para LD e 1,15 ng/mL para LQ,

mostrando que o método € adepto para a determinacdo e quantificacdo do glifosato ja que o

método utiliza uma ampla faixa de concentracdo, mas sem interferir a qualidade do

coeficiente de determinacdo r

. A tabela 12 apresenta as dreas dos valores de LD e LQ

obtidos experimentalmente, bem como o desvio padrao relativo (CV%).
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LD (n=6) Média das CV(%) LQ (n=6) Média das CV(%)
areas areas
0,34ng/mL 73433 9,37 1,15ng/mL 22966,6 13,49

Tabela 12. Avaliacdo dos valores LD e LQ.

5.3.3 Branco
Ao analisar os cromatogramas no branco, ndo foi encontrado nenhum pico

cromatografico que possa coeluir com o analito de interesse, como mostra na figura 19.

450,00
400,00
350,00
300,00
250,00
! 200,00
150,00
100,00

50,00

0,00]

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00 5,50 6,00 6,50 7,00 7,50
Minutes

Figura 19. Cromatograma para andlise do branco na presenca do agente derivatizante

Fmoc-Cl na auséncia de glifosato.

5.3.4 Seletividade

O método mostrou-se seletivo, quando foi realizada a avali¢do dos cromatogramas sem a
contaminacdo de glifosato na matriz, onde foi possivel concluir que ndo hd picos
cromatograficos que eluem no mesmo tempo de reten¢do do glifosato (3,7 minutos), como
pode ser visto na figura 20. A figura 21 apresenta o cromatograma do glifosato em matriz em

seu tempo de retencdo.
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Figura 20. Andlise da seletividade do método na andlise da matriz sem a presenga de

. .
4,00 450

T
5,00
Minutes

en

glifosato e derivatizante.

300,00

o000

50 1,00 : '

Area: 15.092.607

150 200 250

400 45
Minutes

m
-5
E-3
1]

Figura 21. Glifosato em matriz na concentracdo de 50ng/mL para a avaliacdo da
seletividade do método.

5.3.5. Sensibilidade

A sensibilidade do método foi realizada a partir do coeficiente angular da curva de

analitica. Desta maneira, o glifosato apresentou uma sensibilidade de 17145 (matriz). Este

valor representa que quanto maior for a inclinacdo da reta (tangente da curva), tdo boa serd a
sensibilidade do método.

5.3.6 Precisao

A precisdo do método foi avaliada a partir do grau de concordancia entre os resultados

obtidos de medi¢Oes sucessivas do método, realizadas sob as mesmas condi¢cdes de medigao,
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pelo mesmo analista, com o0 mesmo instrumento usado sob as mesmas condi¢des e repeticdes
em um curto intervalo de tempo.

A precisdo intermedidria é considerada sendo mais representativa das variabilidades
dos resultados, indicando o efeito das variagdes dentro do laboratério devido a eventos como
analistas e/ou dias diferentes, por exemplo.

Para a avaliacdo da repetitividade, foi realizada em matriz fortificada em 5 niveis
diferentes: 5; 10; 50; 70 e 120ng/mL em sextuplicata no mesmo dia e mesma analista. A
precisdo intermedidria avaliou estes mesmos niveis de concentragdo em sextuplicata, porém
dois dias depois da primeira avaliacdo com a mesma analista. Em ambos os casos foi
verificado o desvio padrdo e coeficiente de variagdo (CV), que nio apresentam diferenca

estatistica significativa>®. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 13.

Repetitividade n=6 Precisao Intermediaria n=6
Concentracao Média DP CV (%) Média DP CV (%) F
(ng/mL) Concentracao Concentracao
(ng/mL) (ng/mL)
5 5,66 0,73 12,89 5,55 0,77 13,87 1,11
10 9,89 1,01 10,21 10,40 0,61 5,86 2,74
50 50,79 2,00 3,93 51,27 1,80 3,51 1,25
70 70,80 2,10 2,96 70,79 2,25 3,17 1,15
120 119,92 5,14 4,28 120,15 4,77 3,97 1,16

Tabela 13. Avalia¢ao da repetitividade e precisao intermedidria com matriz fortificada. Médias, coeficientes de

varia¢do (CV, %) e desvio padrao. DP-Desvio padrao; F-Correlacao linear.

Ao avaliar a correlacao linear entre as precisoes através do Teste F, obteve-se valores
entre 1,11 e 2,74. Estes valores estavam abaixo do valor tabela indicando que os resultados
ndo representam diferenca estatistica significativa.

Além da avaliacdo dos parametros repetitividade e precisio intermedidria do método,
também foi realizada a precisdo instrumental. Para este estudo, foi preparada uma

concentragdo de 10ng/mL de glifosato em matriz em 5 replicatas avaliando-se a
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homogeneidade do tempo de retencdo e as dreas dos picos dos cromatogramas obtidos e que

estdo apresentados na tabela 14.

Concentracao 10ng/mL

Tempo de Média (n=5) Desvio padrao CV (%)

Retencao 3,75 0,016 0,47
Area Média do 218113.7 30050,27 13,77
Pico

Tabela 14. Precisdo instrumental referente a injecao de glifosato em matriz.

5.3.7 Exatidao e Recuperacao

A exatiddo e recuperacdo do método foram obtidas através da comparacdo da
concentragdo esperada e a presente na amostra, considerando as dreas dos picos antes e depois
de terem passadas pelo cartucho SPE utilizado no processo de extracdo. As andlises foram
realizadas em 5 niveis (5, 10, 50, 70 e 120ng/mL) em seis replicatas e que estao apresentadas

na tabela 15.
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Concentracao Concentracao Recuperacao EPR (%)
(ng/mL) Média Obtida Média (%)
(ng/mL)

5 5,66 84,57 12,89

E 10 9,89 86,90 10,21
:E e 50 50,79 69,70 3,93
g - 70 70,80 71,25 2,96
= 120 119,92 75,30 4,28
i 5 5,55 86,66 13,87

§ 2 0 10,40 85,38 5,86
3 % 50 51,27 71,16 3,51
= E 70 70,79 71,63 3,17
= 120 120,15 75,75 3,97

Tabela 15. Ensaio de recuperacdo com matriz para a repetitividade e precisdo

intermediaria do método.

5.3.8 Estudo de Estabilidade de Curta e Longa Duracio e Ciclos de Congelamento e

Descongelamento
Concentracao (ng/mL) n=6

Amostra | 0 horas 6horas 24 horas 48 horas 72horas CV (%) Erro’
1 53,69 52,44 51,37 50,34 49,09 13,09 1,40
2 54,86 54,11 54,09 53,88 41,48 9,55 4,89
3 52,30 52,80 51,23 51,34 48,35 13,00 1,35
4 53,95 53,86 53,89 52,76 47,52 14,33 2,17
5 55,16 50,09 52,45 50,68 49,21 14,07 1,84
6 52,76 53,45 52,92 52,70 45,77 8,59 2,53

Tabela 16. Estudo da estabilidade de curta e longa duracdo em amostras de urina no intervalo

de Oh-72h. Erro” — Intervalo de confianca de 95%.
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Desvio (%)

Amostra | Pos-processamento (20 horas) Estabilidade Longa Duracao (5 meses)
1 7,12 -0,88
2 3,48 -0,18
3 1,26 1,88
4 2,00 1,20
5 8,90 5,72
6 -0.66 -1.02

Tabela 17. Avaliacdo da Estabilidade de longa duracdo e andlise pds-processamento.

Concentracao (ng/mL)

Ciclos (n=6)
Amostra | Ciclol Ciclo2 Ciclo3 CV (%) Erro
1 50,70 51,42 50,11 10,48 1,55
2 51,17 51,75 51,68 11,28 0,24
3 53,99 53,00 53,81 7,27 1,02
4 51,51 51,51 51,15 10,54 0,46
5 50,33 50,48 49,49 9,49 1,37
6 52,40 51,37 51,62 6,85 2,38

Tabela 18. Estudo da estabilidade em ciclos de congelamento e descongelamento em

amostras de urina. Erro” - Intervalo de confianga de 95%.

Na anélise dos dados das tabelas 15 e 16, mostraram que niao houve variacdo superior a
15% entre os resultados, portanto, a estabilidade no periodo avaliado mostrou-se adequada

de acordo com as normas vigentes da Anvisa RDC 27, 2012,
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5.4 Resultados das Amostras

As amostras foram armazenadas em freezer até o momento de suas andlises. As figuras

22 e 23 apresentam o armazenamento das amostras € o preenchimento dos formuldrios.

Figura 23. Trabalhadores preenchendo os formuldrios.

Ap6s o desenvolvimento e validagdo do método para a determinacdo de glifosato em
urina por HPLC-FL, este foi aplicado nas amostras de urina. A partir da técnica escolhida foi
possivel confirmar a presenca de glifosato em 11 amostras de urina dos trabalhadores rurais
que tiveram contato direto com o pesticida. A média geométrica das concentragdes para todo
o grupo de agricultores no dia da exposi¢ao ao glifosato foi de 3,58ng/mL. O maior valor

encontrado no dia da exposicao foi de 7,13ng/mL. A figura 24 apresenta o cromatograma de
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uma amostra com residuo de glifosato (6,41ng/mL). Os resultados completos para cada

agricultor durante o periodo da exposicdo (ALTA) estdo apresentados na tabela 19.

450,00
400,004
350,004
300,004
250,001
2 200,00

150,00 10 Alta (6,41ng/mL)

100,004

50,00 /

0,00

0.00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00 5,50
03 Minutes, 332,0080 EU r.‘inutfas

Figura 24. Cromatograma de uma amostra positiva com glifosato

Amostra Resultado (ng/mL) Amostra Resultado (ng/mL)
1 ALTA <0,34 16 ALTA 2,57 (0,13)
2 ALTA <0,34 17 ALTA <0,34

3 ALTA <0,34 18 ALTA <0,34

4 ALTA 2,87 (0,07) 19 ALTA 7,13 (0,52)
5 ALTA 3,09 (0,09) 20 ALTA <0,34

6 ALTA 1,65 (0,10) 21 ALTA 2,87 (0,35)
7 ALTA 2,27 (0,22) 22 ALTA <0,34

6 ALTA <0,34 23 ALTA <0,34

9 ALTA <0,34 24 ALTA <0,34
10 ALTA 6,41 (0,28) 25 ALTA 4,19 (0,38)
11 ALTA <0,34 26 ALTA <0,34
12 ALTA 2,03 (0,27) 27 ALTA <0,34
13 ALTA <0,34 28 ALTA <0,34
14 ALTA <0,34 29 ALTA <0,34
15 ALTA 4,40 (0,22) 30 ALTA <0,34

Tabela 19. Resultados das amostras coletadas no dia da exposi¢do ao glifosato. () Erro

a 95% de confianca.
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Para as amostras classificadas como PRE e POS, ndo foi encontrada nenhuma

concentracdo quantificavel pelo método.
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6. Discussdes

Visando cumprir os objetivos do trabalho, foi escolhida a cromatografia liquida com
deteccdo por fluorescéncia para determinar glifosato nas amostras de urina, uma vez que €
uma técnica simples, amplamente utilizada e recomendada por diversos autores para esta
finalidade!847451:53 " Entretanto, como se trata de um composto ausente de grupos
cromoforos, a cromatografia liquida com deteccdo por fluorescéncia tornou-se
impossibilitada sem que o analito original fosse previamente alterado quimicamente para
uma substancia com maior fluorescéncia e, por isso, utilizou-se o Fmoc-Cl como agente

derivatizante para a conversao do glifosato.

E importante ressaltar que mesmo ndo fazendo o uso de padrio interno, a qualidade
das amostras nao foi alterada. Mesmo assim, todos os preparos de amostras foram realizados,
em pelo menos, duplicata. Desta maneira, foi possivel corrigir erros técnicos de preparo de
amostras. Além disso, a avaliacdo dos testes realizados para o efeito matriz e recuperacao
auxiliaram para a correcdo de possiveis erros das perdas na andlise da amostra real. Nos casos
em que foi verificado uma diferenca significativa > 10%°’ em alguma replicata, a andlise foi
refeita.

Em diversos trabalhos publicados, ndo foram utilizados padrdo interno, sem
comprometer a qualidade das amostras analisadas. Em seus estudos, Curwin et al. (2007) nao
fez a utilizacdo de nenhum padrdo interno, o que ndo comprometeu a qualidade de seus
resultados, nem tdo pouco a confiabilidade do mesmo, j4 que apresentou a linearidade,
precisdo e exatidao dentre de critérios estabelecidos por 6rgaos internacionais. Além disso, o
mesmo autor também apresentou em seus resultados excelentes valores de recuperacao (85-
117%) durante as andlises de amostras de urina. Do mesmo modo, outros autores também
ndo utilizaram padrdo interno em suas metodologias e também apresentaram resultados

D 18,49,51,53

satisfatorios com bons valores de recuperacdo e baixos valores de L , como ja

descritos na tabela 6.
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A capacidade de separacdo da coluna C18 Kromasil, permitiu alcangar uma 6tima
resolucdo, uma vez que alguns interferentes presentes nas amostras eluiram em tempos
diferentes do glifosato, que estd demonstrado na figura 6. Além disso, nota-se que o analito
foi completamente separado e que praticamente ndao hd ruidos no intervalo de tempo
visualizada. Este cromatograma evidencia a seletividade do método e que foi obtido para o
agrotoxico estudado.

Em relacdo a concentracdo de tampao borato pH 9,0, que € auxilia na ocorréncia da
reacao entre o0 Fmoc-Cl e glifosato, pode-se observar que houve um aumento significativo da
area dos picos com o aumento da concentracdo de tampao borato para a ocorréncia da
derivatizacdo (figura 9). A melhor resposta foi observada para a concentracdo de 0,20mol/L.
de tampao borato pH 9,0. Além disso, este valor de pH foi escolhido ja que o mesmo j4 foi
utilizado em outros trabalhos com o mesmo analito, mesmo detector3347-3,

O método apresentou um LD compativel com os métodos ja existentes nas literaturas
que apresentam valores de LD entre 0,1 e 1,0ng/mL para o glifosato em urina*®’*¢, O LQ
obtido nesta metodologia analitica representa um valor bastante baixo do ponto de vista
toxicoldgico, visto que no Brasil a ingestao didria aceitdvel (IDA) é de 42,00ng/mL. Desta
maneira, para o proposito do trabalho, estes valores de LD e LQ foram suficientemente
adequados para a quantificacio de glifosato em amostras de urina.

Todos os niveis de concentracdo apresentaram CV menor que 15% para a
repetitividade e precisao intermedidria do método, demonstrando que a metodologia analitica
apresenta precisao satisfatoria para a faixa de trabalho avaliada.

O teste F realizado na andlise da repetitividade e precisao intermedidria mostrou que
ndo apresentaram resultados com diferenca estatistica significativa entre as precisdes em dias
diferentes ja que os valores estavam na faixa de 1,11 e 2,74, menor que o tabelado (5,05).

A técnica de separacdo utilizada com cartuchos SPE durante o preparo de amostras,
adotada neste trabalho, tem sido empregada para andlises com o mesmo analito na rotina de
muitos trabalhos6!62:63:646566  Como pode ser notado, os valores de recuperacdo foram
considerados satisfatorios apresentando boa precisdo e exatiddo com coeficientes de variacao
e EPR menores que 15%, podendo-se afirmar que os resultados obtidos se mostraram

aceitdveis e estdo dentro dos valores regulamentados’’, de modo que os resultados
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estabelecidos sdo dados como aceitdveis para recuperacdo de amostras biologicas, e que se

encontram no intervalo de 69,7-86,0%.

Embora nao tenha sido possivel obter nenhuma quantidade de residuo de glifosato no
periodo apds a exposicdo, deve-se considerar que a coleta das amostras neste mesmo periodo
foi realizada apds 30 (trinta) dias a partir do dia de exposi¢do e que o glifosato apresenta um
tempo de eliminacdo no organismo humano entre 2,7 e 3,6 horas e também ndo apresenta
acumulagio no organismo?!. Desta forma, nas concentracdes que foram encontradas, sé seria
possivel obter algum nivel de residuo no periodo pds-exposi¢cdo, caso a coleta tivesse sido
realizada em até 2 dias da exposicao.

E importante dizer que o tempo em que estes trabalhadores ficaram expostos ao glifosato
antes do estudo ndo influenciou em maior ou menor quantidade de residuos, visto que o nivel
mais alto encontrado foi obtido do candidato n°® 19 (7,13ng/mL) com tempo de exposi¢do de
1 ano e 9meses, enquanto que o candidato de n°29 com um tempo de exposi¢ao de 10 anos
ndo obteve nenhum nivel de residuo quantificavel.

Como estudos sugerem uma taxa de absor¢dao de aproximadamente 20%, pode-se
considerar que a ingestio possa ter sido até cinco vezes maior que a dose interna encontrada®®.
Assim, o maior nivel de residuo encontrado, 7,13ng/mL, poderia equivaler a uma dose
externa de até 0,003mg/kg, isto € 7,14% da dose didria aceitavel.

Os voluntérios escolhidos para o desenvolvimento deste trabalho, representados por um
grupo de homens e mulheres com idade entre 20 e 60 anos, reproduzem a situagdo real da
diversidade existente no ambiente de trabalho rural.

Desta maneira, ¢ de grande relevincia um estudo mais amplo e criterioso para
avaliar o nivel de exposicdo destes trabalhadores, que pode estar diretamente relacionado a
impactos negativos a saude, principalmente se a exposi¢do for continua e a longo prazo como
foi verificado em diversos estudos.

Cowell e Steinmetz (1990) analisaram as urinas de 15 participantes, onde as urinas
foram coletadas por um periodo de cinco dias (antes, no dia e os trés dias apds a aplicagdo).
Os resultados revelaram que quatro dos quinze trabalhadores tinham niveis detectaveis de
glifosato a partir do dia da aplicacdo. Contudo, nos outros dias, ndo foram encontrados
valores detectdveis, onde a concentracdo mais alta encontrada foi de 14ng/mL e a maior dose

sistémica estimada foi de 0,0006mg/kg com um limite de detec¢do do método de 10ng/mL.
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Em seus trabalhos, Wester et al. (1991) revelou que uma outra possivel via de
exposicdo ao glifosato pelo contato dérmico. Entretanto, outros estudos revelaram que a
superficie de pele de animais e de humanos realizados in vitro, indicaram uma absorcao
percutinea menor do que 2%,

Como conclusdo, este estudo propds desenvolver uma metodologia capaz de
quantificar glifosato em amostras de urina de modo a avaliar a exposicdo de um pequeno
grupo de agricultores que trabalham diretamente com estre agrotoxico. Todavia, faz-se
necessarios estudos mais profundos para avaliar o real risco que as diversas concentragdes
de glifosato encontradas em amostras de urina, podem trazer os trabalhadores rurais que o

utilizam diariamente por um periodo prolongado.
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7. Concdusio

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:

7.1 O método foi desenvolvido e validado por CLAE-FL na determinagdo de glifosato em

amostras de urina;
7.2 O método foi otimizado empregando-se no preparo de amostras extracdo por fase solida;

7.3 O método por CLAE-FL demonstrou ser pratico e preciso, mesmo sem a utilizacdo de
padrdo interno, obtendo bons resultados na avaliacdo da precisdo, exatidao, seletividade e

sensibilidade para o analito de interesse;

7.4 O método apresentou bons limites de detec¢do e quantificacdo de 0,34 e 1,15ng/mL,

respectivamente;

7.5 A metodologia desenvolvida foi aplicada as amostras de urina dos trabalhadores rurais

com contato direto ao glifosato;

7.6 Neste estudo, 90 amostras foram analisadas a partir da metodologia desenvolvida e
validada. Das amostras analisadas, 11(12%) foram encontrados niveis quantificdveis de

glifosato;

7.7 A concentracdo mais alta de glifosato encontrado foi de 7,13ng/mL. Apesar de estarem
presente residuos de glifosato em algumas das amostras analisadas, nenhum dos casos
ultrapassaram os valores permitidos, estabelecidos a niveis nacionais e internacionais. De
acordo com Orgdos reguladores nos Estados Unidos, consideram como Ingestdo Didria
Aceitivel (IDA) de glifosato 1,75mg/kg/dia. Na Unido Europeia esse limite € de
0,3mg/kg/dia. O maior valor encontrado nas amostras foi de 0,007mg/kg, enquanto que no

Brasil, de acordo com a Anvisa foi estabelecida uma IDA de 0,042mg/kg (42ng/mL).

7.8 Os resultados ddao uma primeira ideia de que a extensao os trabalhadores do estudo estdo

expostos ao glifosato e o contato direto parece ser a principal fonte de exposi¢ao. No entanto,
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um trabalho mais detalhado para distinguir entre diferentes situagdes de exposi¢ao, além do

contato direto.
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9. APENDICE
vi = 1 2 3 4 5 ] 7 & 9 10 11 12 15 20 24 25 30
v2 ﬂ

1 161.45 199 .50 21571 22458 23016 23399 236.77 238 .88 24054 241.88 242 98 243.90 24595 248.02 24905 24926 250.10

2 18.51 19.00 18.16 1825 19.30 19.33 19.35 1937 19.38 19.40 18.40 19.41 19.43) 19.45 19.45 19.46 19.46

3 10.13 9.55 928 912 9.01 594 B_89 B.B& B.B1 8.79 B.TE B.T74 B.T0| B .66 864 B.6G3 B.62

4 T.7T1 6.9 6.59 6.38 6.26 6.16 6.09 6.04 6.00 5.96 584 591 5.B6| 5.80 577 .77 575

5 6.61 5.79 5.41 519 5.05 495 4.88 4.82 477 4.74 4.70 468 4.62 4 56 453 452 4.50

6 5.89 5.14 476 453 4.39 4.28 4.21 415 4.10 4.06 4.03 4.00 3.04 3.87 384 3.83 3.81

7 5.50 474 435 412 3497 3.87 3.79 3.73 3.68 3.64 360 357 3.51 344 341 3.40 3.38

8 5.32 4.46 4.07 384 360 358 3.50 344 3.30 3.35 331 328 3.22 315 312 311 3.08

9 5.12 4.26 3.86 3.63 3.48 3.37 3.29 3.23 3.18) 3.14 310 3.07 3.01 2.94 280 2.89 2.86
10 4 96| 4.10) 3.71 3.48 3.33 3.22 3.14 3.07 3.02 2.98 2.94 291 2.85| 277 274 273 2.70
11 4.84 3.98 3.59 3.36 3.20 3.09 3.0 2495 290 2.85 282 279 272 265 261 260 257
12 4.75 3.89 349 3.26 3.11 3.00 2.9 2.85 2.80 275 272 269 2.62 2.54 251 2.50 247
13 467 3.81 341 3.18 3.03 292 2.83 277 2 267 263 260 2.53 246 242 241 238
14 4.60) 374 3.34 31 206 285 276 270 265 260 257 253 246 239 235 2.34 231
15 4.54 3.68 3.29 3.06 290 279 27T 2.64 259 2.54 251 248 2.40| 233 229 228 2.25
16 4.49 3.63 3.24 3.01 285 2.74 2_66 2.59 2.54 2.48 246 242 2.35| 228 224 2.23 2.19
17 4 45 3.59 3.20 296 281 270 2 61 2558 249 245 241 2.38 2.31 223 218 218 2.15
18 441 3.55 3.16 283 277 2 66 2.58 251 246 241 2.37 2.34 227 219 215 2.14 211
19 4.38 3.52 3.13 2.90 274 263 2.54 248 242 2.38 2.34 231 2.23 216 211 2.11 207
20 4.35 3.49 3.10 287 271 260 251 245 230 2.35 231 228 220 212 2.08 207 2.04
21 4.32 3.47 3.07 284 268 257 2.49 242 2.37 2.32 228 225 2.18| 210 205 2.05 2.01
22 4.30 3.44 3.05 282 2.66 255 2.46 240 2.34 2.30 226 223 2.15] 207 203 202 1.98
23 4 28 3.42 3.03 280 264 253 2.44 237 2.32 227 224 220 213 205 201 2.00 1.96|
24 4. 26 3.40 3.01 278 262 251 2.42 2.36 2.30 2.25 222 218 2.11 2.03 1.98 1.97 1.94
25 4.24 339 2.99 276 260 249 2.40 2.34 228 2.24 220 216 2.009 2.01 1.96 1.96 1.92
26 423 3.37 298 274 250 247 2.39 2.32 227 222 218 215 207 1.949 1.85 1.04 1.90
27 421 3.35 296 273 257 246 237 2.3 225 2.20 217 213 2.06| 1.97 183 1.92 1.88
28 420 3.34 295 271 2.56 245 236 229 224 2.19 215 212 2.04 1.96 181 1.91 1.87
29 418 333 2893 270 255 243 235 228 222 218 214 210 2.03| 194 1.80 1.89 1.85
30 417 3.32 292 269 253 242 2.33 227 2.2 216 213 209 2.0 1.93 1.89 1.88 1.84
a5 4.12 3.27 287 2.64 2.49 237 2.29 222 2.16 2.11 2.07 2.04 1.96 1.88 1.83 1.82 1.79
40 4.08 3.23 2.84 261 2.45 2.34 2.25 218 2.12 2.08 2.04 2.00 1.92 1.84 1.79 1.78 1.74

Valores tabelados de F.
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