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RESUMO

O glifosato (GLI) é um agrotoxico utilizado em todo o mundo que apresenta caracteristicas
como baixo custo, alta eficiéncia e viabilidade em diferentes culturas. Entretanto, também
oferece danos potenciais a saude, sendo fundamental sua determina¢do e monitoramento em
matrizes ambientais, porém, sua quantificacdo envolve alto custo. O objetivo deste trabalho é o
desenvolvimento de um sensor eletroquimico para GLI que alie baixo custo, facil preparacédo e
sensibilidade. O GLI nao apresenta sinal eletroquimico, visando deteccdo indireta avaliou-se
sua interacdo com dopamina (DOPA) por espectroscopia UV-vis, no infravermelho (FTIR) e
por técnicas eletroquimicas. Nas determinacfes eletroquimicas foram utilizadas técnicas de
voltametria ciclica (VC) e voltametria de pulso diferencia (VPD), eletrodo de carbono vitreo
(CV) e este modificado com nanotubo de carbono de paredes multiplas (CV-NTC), avaliou-se
o melhor meio para anélise (tampdes: acetato pH=4,5; fosfato pH=7; borato pH=10). Visando
ganho de sensibilidade ao sistema, analisou-se o uso de nanoparticulas de simonkolleite (SK),
além de SK contendo Ag: 0,1% e 1%, destas, observou-se que o uso de SK apresentou melhor
resultado, deste modo, avaliou-se a melhor proporcdo entre SK e DOPA para obtencdo de
sistema mais sensivel. O sistema foi avaliado quanto a presenca das seguintes espécies
interferentes: Ca?*, Mg?* e Cu?*, em concentragdes que variaram de 6 a 600 ppb, em GLI (7
ppb), 0 método também foi utilizado para analise de amostra de solo fortificada com GLI. A
utilizacdo de DOPA se mostrou viavel, sendo proposto um mecanismo para a interacao
envolvida. O uso de eletrodo CV apresentou transporte de massa adsortivo, sendo relevante a
modificagdo com NTC, quanto a utilizacdo de diferentes faixas de pH, a utilizacdo de pH=7,
apresentou maior sensibilidade, tornando-se a melhor opcéo entre as faixas avaliadas. O uso de
SK, proporcionou maior sensibilidade ao sistema, enquanto o uso de SK contendo Ag
promoveu reducdo na intensidade do sinal, o uso da proporgdo 1:1 entre DOPA e SK,
possibilitou maior sensibilidade ao sistema, sem interferir na avaliacdo de GLI. O uso de
eletrodo CV-NTC em tampdo fosfato pH = 7,00, VPD, DOPA (2 ppm) e SK (2 ppm),
proporcionou obtencdo de método com faixa linear resposta de GLI de 1 a 7 ppb. O sistema
demonstrou repetibilidade e linearidade (R = 0,9937), obtendo-se LD e LQ de 0,1971 ppb e
0,6571 ppb, respectivamente. Quanto a avaliacdo das espécies interferentes, observou-se
interferéncia no sinal analitico de até 13% (Ca?*), 2% (Cu?*) e 4% (Mg?*), revelando resultado
satisfatorio em relacdo a outras metodologias eletroquimicas. O método permitiu deteccdo de
GLI em amostra de solo fortificada, observando-se a presenca de 6,894 ppb, ele foi validado
pela utilizacdo de metodo que envolve espectroscopia na regido do visivel, apresentando médias
gue ndo diferem estatisticamente (Teste T Student 95%), apresentando-se como uma proposta
promissora de baixo custo e facil preparacéo na avaliacdo de GLI em amostras ambientais.

Palavras-chave: glifosato, sensor eletroquimico, dopamina, simonkolleite.



ABSTRACT

Glyphosate (GLI) is a pesticide used around the world that has characteristics such as low cost,
high efficiency and viability in different cultures. However, it also offers potential damages to
health, being essential its determination and monitoring in environmental matrices, however,
its quantification involves high cost. The objective of this work is the development of an
electrochemical sensor for GLI that combines low cost, easy preparation and sensitivity. GLI
does not present an electrochemical signal, aiming at indirect detection, its interaction with
dopamine (DOPA) was evaluated by UV-vis, infrared (FTIR) and electrochemical
spectroscopy. Cyclic voltammetry (CV) and differential pulse voltammetry (DPV) techniques
were used for electrochemical determinations, glassy carbon electrode (GCE) and this modified
with multiwalled carbon nanotube (GCE-MWCN), the best medium was evaluated. for analysis
(buffers: acetate pH=4.5; phosphate pH=7; borate pH=10). Aiming to gain sensitivity to the
system, the use of simonkolleite nanoparticles (SK) was analyzed, in addition to SK containing
Ag: 0.1% and 1%, of which, it was observed that the use of SK presented better results, thus,
the best ratio between SK and DOPA was evaluated to obtain a more sensitive system. The
system was evaluated for the presence of the following interfering species: Ca?*, Mg?* and Cu?*,
in concentrations that varied from 6 to 600 ppb, in GLI (7 ppb), the method was also used for
analysis of a soil sample fortified with GLI. The use of DOPA proved to be viable, and a
mechanism for the interaction involved was proposed. The use of GCE electrode showed
adsorptive mass transport, being relevant the modification with MWCN, regarding the use of
different pH ranges, the use of pH=7, presented greater sensitivity, making it the best option
among the evaluated ranges. The use of SK provided greater sensitivity to the system, while the
use of SK containing Ag promoted a reduction in signal intensity, the use of a 1:1 ratio between
DOPA and SK allowed greater sensitivity to the system, without interfering in the assessment
of GLI. The use of GCE-MWCN electrode in phosphate buffer pH = 7.00, DPV, DOPA (2
ppm) and SK (2 ppm), provided obtaining a method with linear range of GLI response from 1
to 7 ppb. The system demonstrated repeatability and linearity (R = 0.9937), obtaining LD and
LQ of 0.1971 ppb and 0.6571 ppb, respectively. As for the evaluation of the interfering species,
interference in the analytical signal of up to 13% (Ca?"), 2% (Cu?") and 4% (Mg?*) was
observed, revealing a satisfactory result in relation to other electrochemical methodologies. The
method allowed the detection of GLI in a fortified soil sample, observing the presence of 6,894
ppb, it was validated using a method that involves spectroscopy in the visible region, presenting
means that do not differ statistically (T Student 95%). presenting itself as a promising proposal
of low cost and easy preparation in the evaluation of GLI in environmental samples.

Keywords: glyphosate, electrochemical sensor, dopamine, simonkollite.
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1. INTRODUCAO

A expansdo agroindustrial no Brasil nos ultimos anos potencializou a producdo de
alimentos em larga escala através da utilizacdo extensiva de agrotoxicos, se destacando a
utilizacdo do herbicida glifosato, devido a caracteristicas como: baixo custo, alta eficiéncia e
viabilidade em diferentes culturas. Entretanto, diversos estudos tém associado a utilizacdo de
glifosato a danos a saide humana como potencial toxicoldgico a células, cromossomos e DNA,
além de constituir risco a satude dos animais e manutencdo dos ecossistemas (BROVINI et al.,
2021).

Visando a seguranca dos consumidores, varios paises tém desenvolvido legislacbes com
determinacbes méaximas de residuos de glifosato que ndo causem danos a saude dos
consumidores, essas determinagdes sdo chamadas de limite maximo de residuos (Maximum
Residue Level — MRL) (LEONG et al., 2020). No Brasil, os valores de MRL para alimentos de
origem vegetal podem variar de 0,01 a 10 ppm, a depender do tipo da cultura, em aguas, este
limite pode variar de 0,04 a 500 ppb, sendo 500 ppb o limite permitido em aguas para consumo
humano, este valor é 50.000 vezes superior ao permitido na Unido Europeia e é 1,4 vezes
inferior ao permitido nos Estados Unidos (GERBREDERS et al., 2021).

O monitoramento do teor de glifosato é essencial para a prote¢do dos consumidores, dos
ecossistemas e para viabilizar a exportacdo de produtos de origem vegetal para paises com MRL
mais rigorosos como a Unido Europeia. Podendo-se utilizar diversas metodologias para
determinacdo deste composto, a mais utilizada € o uso de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrdmetro de massas, esta técnica oferece sensibilidade e rapidez, no
entanto, exige etapas como o0 preparo de amostras, 0 que encarece a analise, mao-de-obra

qualificada, e ndo é indicada para analise de grande nimero de amostras (GOWD et al., 2018).

Sabendo que os métodos eletroquimicos apresentam sensibilidade, baixo custo,
possibilidade de automagcéo e andlise in situ, € de fundamental importancia o desenvolvimento
de um método eletroquimico que possibilite analise em sistema simples e rapido, de modo a
atender eficientemente as necessidades do mercado. Tornando-se a proposta deste trabalho, o
desenvolvimento de um método eletroquimico ndo enzimatico que facilite a determinacédo de

glifosato em amostras ambientais.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Agrotdxicos

O aumento populacional exponencial constitui uma preocupagdo para 0 setor
alimenticio que precisa fornecer alimentos para suprir esta demanda. A projecao de aumento da
producdo de alimentos necessaria para atender a préxima década é pautada em 15%, atingindo
50% em 2050 (LYKOGIANNI et al., 2021). Estima-se que a populacdo mundial atinja cerca
de 11 bilhGes de pessoas em 2100, sendo fundamental o uso de estratégias que possibilitem
aumentar a producao e proteger as culturas de pragas, o que abriu espacgo para a larga utilizacdo
de agrotdxicos, pautada na producdo extensiva de monoculturas e na obtencdo de rapidos
resultados (PALANISWAMY et al., 2021).

Os agrotoxicos, também chamados de pesticidas ou agroquimicos, incluem um grupo
com mais de 1000 substancias quimicas que atuam em diferentes alvos podendo ser chamados
de inseticidas, herbicidas e fungicidas (PALANISWAMY et al., 2021). Dependendo do
mecanismo de acdo e da estrutura destes compostos, podem ser classificados em diversos
grupos, 0s mais comuns sdo: organofosforados, organoclorados, carbamatos, piretroides e
neonicotonoides (ALOIZOU et al., 2020).

A industria agroguimica € responsavel por elevada demanda econdmica, com mais de
600 unidades em todo o mundo, ela foi estimada em U$$ 50 bilhdes em 2018, neste cenario, se
destacam os herbicidas com vendas superiores aos inseticidas e fungicidas (LYKOGIANNI et
al., 2021). O uso de pesticidas nos EUA esta associado a economia de $ 40 bilhdes por ano, em
perdas devido a acdo de diversas pragas (LYKOGIANNI et al., 2021). O Brasil é atualmente
um dos quatro maiores consumidores de pesticidas do mundo, junto aos Estados Unidos (EUA),
China e a Unido Europeia (UE) (PAUMGARTTEN, 2020). Cerca de 90% dos agricultores
brasileiros dependem do uso de agrotdxicos em suas lavouras para garantir a producao,
representando 20% do consumo global (BROVINI et al., 2021).

As caracteristicas ambientais brasileiras possibilitam a extensa producdo agricola no
pais, sendo o segundo maior exportador do mundo, se consolidando como um dos principais
exportadores agropecuarios, incluindo ampla producéo de carne bovina, aves, suinos, cereais,

arroz e frutas, também é o maior exportador de suco de laranja, café, acucar, soja e milho
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(BRAGA et al.,, 2020; DONLEY, 2019; PAUMGARTTEN, 2020). A alta demanda por
producdo alimenticia potencializou a utilizac&o de agrotoxicos nas lavouras brasileiras, devido

a sua eficiéncia, baixo custo e legislacdo permissiva (BROVINI et al., 2021).

Estima-se que o uso de agrotoxicos por area de cultivo no Brasil seja de 5,94 kg/hectare,
utilizacdo inferior apenas a da China (13,07 kg/hectare) e superior a outros paises com area de
cultivo similar como os EUA (2,54 kg/hectare), a Russia (0,62 kg/hectare) e a india (0,34
kg/hectare). Com destaque para as trés commodities com maiores safras brasileiras: a soja com
consumo médio de pesticidas de 17,7 L por hectare, o milho (consumo 7,4 L/hectare) e o agucar
(cana-de-agucar consumo de 4,8 L/hectare) (BROVINI et al., 2021; COELHO et al., 2019).

Na Tabela 1 pode-se observar o total de vendas de agrotdxicos e afins no Brasil por
estados da federacéo e regides (2020), onde se destacam os estados da regido Centro-oeste com
um total superior a 214 mil toneladas de ingredientes ativo, essa regido corresponde a maior
area agricola do Brasil nas ultimas décadas, e os estados das regides Sul (>154 mil) e Sudeste
(>143 mil) que também constituem importantes centros de consumo; as regides Norte e
Nordeste apresentam menor venda e consumo, devido a vérias limitacbes como condicdes
climéticas e falta de infraestrutura, deste modo observa-se a predominancia da utilizacdo desses
compostos nos estados de Mato Grosso, Séo Paulo, Parana, Rio Grande do Sul, Goias e Minas
Gerais, 0s quais apresentam elevadas produc@es agricolas de culturas como soja, milho, algodao
e a cana-de-acUcar (BROVINI et al., 2021).



Tabela 1 - Total de vendas de Agrotdxicos e afins nas regides e estados brasileiros 2020.

Regido/Estado (UF) Vendas - 2020

Norte 34.511,30
AC 921,28
AM 181,03
AP 98,97
PA 12.578,75
RO 8.672,35
RR 587,22
TO 11.471,69

Centro-Oeste 237.144,49
DF 1.036,21
GO 58.213,76
MS 44.603,86
MT 133.290,66

Nordeste 64.086,57
AL 1.759,82
BA 34.940,63
CE 1.151,96
MA 11.465,30
PB 1.250,57
Pl 4.472,41
RN 586,61
SE 1.353,91
Sudeste 143.655,39
ES 4.261,25

MG 50.201,78
RJ 247,88
SP 88.954,49
Sul 154.552,12
PR 71.025,28
RS 69.744,38
SC 13.782,45

Sem definigdo (*) 51.785,82
Total 685.745,68

(*) Sem definico: corresponde ao somatdrio das quantidades comercializadas de agrotoxicos e afins cujas
empresas titulares dos registros ndo conhecem com precisdo a distribuicdo territorial das vendas, por ser uma
atividade realizada por terceiros.

Unidade de medida = tonelada de ingrediente ativo (I1A).

Fonte: BRASIL, (2021). Consolidacdo de dados fornecidos pelas empresas registrantes de produtos técnicos,
agrotoxicos e afins, conforme art. 41 do Decreto n° 4.074/2002.
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Estima-se que a utilizagdo de agrotdxicos promova a morte de 150 000 pessoas por ano
por envenenamento no mundo, ocorrendo geralmente em paises rurais de baixa e média renda,
onde a utilizacdo desses produtos € de acesso a pequenos produtores (EDDLESTON, 2020).
No Brasil, a notificacdo de intoxicacdo por agrotdxicos tornou-se compulséria em todos os
servicos de saude, através da Portaria n® 204 do Ministério da Saude de 17 de fevereiro de 2016.
Ocorrendo um aumento significativo de notificagdes possivelmente devido as melhorias na
identificacdo, diagnostico e notificacdo dos casos, além do aumento da comercializacao dessas
substancias (MINISTERIO DA SAUDE; TRABALHADOR., 2018).

No mapa da Figura 1, observa-se a estimativa de casos de intoxicacdo por agrotdxicos
de uso agricola no Brasil por estados da federagdo, os dados sdo referentes aos anos de 2012 a
2014, a maioria dos estados apresenta indice de intoxicacdo compativel com a quantidade de
agrotoxicos utilizada (Tabela 1), entretanto, alguns estados com menor taxa de comercializagdo
apresentam elevada quantidade de pessoas intoxicadas como Santa Catarina, Rio de Janeiro e
Pernambuco, o que pode indicar manejo inadequado de agrotoxicos, sendo importante ressaltar
que estes locais podem apresentar melhor sistema de notificacdo e diagnostico em relacéo as
demais localidades (BOMBARDI, 2017; MINISTERIO DA SAUDE; TRABALHADOR.,
2018).
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Figura 1 - Quantidade de intoxicacgOes por agrotoxicos de uso agricola no Brasil por unidades da
federacdo de 2012 a 2014.
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Fonte: Adaptado de BOMBARDI, 2017.

Estima-se que apenas 5% do contetdo total de agrotoxicos aplicados atingem seus
organismos alvos, enquanto 0s 95% restante constituem um problema ambiental, atingindo o
solo e recursos hidricos; a remediacdo de agrotdxicos por vias quimicas e fisicas é
desencorajada devido a sua insustentabilidade relativa a dificuldade de aplicacéo, alto custo e
baixa seguranga ambiental, alguns estudos utilizando biorremediagdo ainda estdo sendo
explorados, especialmente no que se refere a eficiéncia e aplicacdes praticas para produtos
bioldgicos (SARKER et al., 2021).

A ampla utilizacdo de agrotoxicos no Brasil tem preocupado ambientalistas e
especialistas em salude publica de todo o mundo, visto que diversos estudos tém associado o
consumo destes produtos ao desenvolvimento de doencas como déficits neurologicos, diabetes,
doencas respiratorias, cancer, morte fetal, aborto espontaneo e envenenamentos, além de causar
diversos prejuizos aos ecossistemas como contaminagdo e comprometimento da polinizagédo
(COELHO etal., 2019; NARENDERAN; MEYYANATHAN; BABU, 2020).
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Na contramao de Varios paises, o governo brasileiro flexibilizou a legislacdo afim de
reduzir a burocracia na concessdo de licenciamentos e registros de agrotoxicos no pais,
alcancando a marca recorde de 562 novas licencas de agroquimicos em 2021, em sua maioria
herbicidas, seguidos de fungicidas e inseticidas (BRAGA et al., 2020; COELHO et al., 2019;
PAULA SALATI, 2022). Cerca de 30% dos agrotoxicos recentemente aprovados no Brasil s&o
constituidos de substancias ativas ndo permitidas na Unido Europeia (BRAGA et al., 2020). Na
Tabela 2 (a seguir), podemos observar os 10 ingredientes ativos de agrotdxicos mais vendidos
no Brasil em 2020, onde é possivel notar que o glifosato e seus sais representam
comercializacao significativamente superior aos demais, apresentando venda superior a 246 mil

toneladas.

Tabela 2 - Os 10 ingredintes ativos mais vendidos no Brasil em 2020.
Ingrediente Ativo Vendas (ton. IA) Ranking
Glifosato e seus

sais 246.017,51 1°
2,4-D 57.597,57 2°
Mancozebe 50.526,86 3°
Atrazina 33.321,11 4°
Acefato 29.982,50 5°
Clorotalonil 24.191,03 6°
Malationa 15.702,11 7°
Enxofre 11.390,90 8°
Imidacloprido 9.401,65 9°
Clorpirifos 8.864,88 10°

Unidade de medida = tonelada de ingrediente ativo (1A).
Fonte: BRASIL, (2021). Consolidacdo de dados fornecidos pelas empresas registrantes de produtos técnicos,
agrotoxicos e afins, conforme art. 41 do Decreto n° 4.074/2002.

A ampla utilizacdo de glifosato no pais é justificada pela sua alta eficiéncia e baixo
custo, € extensamente aplicado nas plantac6es de soja, entretanto, sua utilizacdo esta associada
a diversos danos toxicoldgicos a saude das pessoas apresentando risco de dano potencial a
celulas humanas, cromossomos e ao DNA, também constitui uma ameaca a saude dos animais
e aos ecossistemas, tornando-se um dos agrotoxicos mais estudados no mundo (BOMBARDI,
2017; BROVINI et al., 2021).
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2.2 Glifosato

O glifosato (N - fosfonometil glicina) & um derivado fosfonometil do aminoacido glicina
de formula molecular CsHsNOsP (Figura 2), também pode ser encontrado na forma de sal de
isopropilamdnio quando acrescido do grupo (CHz):CHNHs", ele apresenta alta solubilidade em
agua (12 g/L a 25°C) e alta estabilidade na presenca de luz inclusive em temperaturas superiores
a 60 °C (AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

Figura 2 - Estrutura quimica do glifosato
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Fonte: Autora, 2022.

Trata-se de um composto anfotero que apresenta um grupo amino basico no centro da
molécula, e em suas extremidades sitios &cidos bibasicos fosfénicos e monobésico-carboxilico,
o glifosato apresenta 4 valores de pKa (pKai = 0,8; pKa2 =2,23; pKas = 5,46; pKas = 10,14),
apresentando os grupos fosfato e carboxilico maior carater &cido que o grupo aménio, pode-se
observar na Figura 3 as espécies mais comuns de glifosato encontradas de acordo com o pH do
meio (AMARANTE JUNIOR et al., 2002; CASTILHOS et al., 2020; GANDHI et al., 2021;
PADILLA; SELIM, 2020).
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Figura 3 - Fracdes das formas idnicas do glifosato mais comuns de acordo com o pH
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Fonte: Adaptado de PADILLA; SELIM, 2020.

Devido a ligacdo carbono — fosforo estavel, o glifosato apresenta resisténcia a hidrolise
quimica, decomposicdo térmica e a fotdlise, sua estrutura linear em oposicdo as estruturas
aromaticas da maioria dos herbicidas demonstra menor estabilidade, o que justifica sua menor
persisténcia no meio ambiente (CASTILHOS et al., 2020; HELDT; PIECHULLA, 2021). Sua
concentracdo nas formulacdes comerciais pode variar de 0,96 a 94% em massa, sendo
encontrado na forma de sal soltivel em solugdes liquidas e em formato granular junto a aditivos,

surfactantes e outros ingredientes inertes (GANDHI et al., 2021).

Comercializado pela primeira vez pela Monsanto na década de 70 (Roundup®), o
glifosato logo se destacou no mercado de pesticidas, devido a sua alta eficiéncia, consolidando-
se no mercado como a preferéncia de muitos agricultores, sendo utilizado no controle de plantas
daninhas anuais e perenes em diversas culturas, dentre elas: arroz, cana-de-agucar, café, citros,
macd, milho, pastagens, soja, fumo, uva, ameixa, banana, cacau, nectarina, pera, péssego,
seringueira e algoddo (AMARANTE JUNIOR et al., 2002; GANDHI et al., 2021).

O glifosato ¢ um herbicida de amplo espectro, ndo seletivo, com aplicacdo pods-
emergéncia (apo6s a emergéncia de plantas daninhas e antes da interferéncia destas no

desenvolvimento da cultura), seu mecanismo de acdo envolve sua ligacdo a enzima 5-
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enolipiruvatoshikimato-3-fosfato sintase (EPSPS), inibindo sua funcdo, a EPSPS é uma enzima
chave na via Chiquimato, atuando no processo catalitico de transferéncia de enolpiruvil
fosfoenolpiruvato (PEP) para 5-hidroxil shikimato-3-fosfato (S3P), produzindo 5-enolpiruvil
shikimato 3-fosfato (EPSP) e fosfato inorganico, conforme Figura 4 (ECK, 2012).

Figura 4 - Fluxograma de agdo da enzima EPSPS.
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Fonte: Adaptado de ECK, 2012.

A enzima EPSPS atua em algumas bactérias, alguns fungos e em todos os vegetais
agindo na sintese de aminoacidos aromaticos que sao componentes essenciais na sintese de
proteinas, como fenilamina, tirosina e triptofano (Figura 5); com a rota sintética de proteinas
inibidas pela acdo do glifosato, o desenvolvimento do vegetal é comprometido, ocorrendo
desordem celular que leva a morte da planta (GANDHI et al., 2021).
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Figura 5 - Via Chiquimato biosintética de aminoacidos aromaticos e sua inibi¢do pelo glifosato.
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Como o glifosato é um herbicida de amplo espectro, para que a cultura ndo seja atingida

pela sua utilizacdo, é necessario 0 uso de espécies geneticamente modificadas, resistentes

através de mecanismos como: a introducao da enzima EPSPS tolerante ao glifosato e/ou uso de

enzima inativadora do glifosato (glifosato oxidoredutase - GOX); tais tecnologias permitem a

utilizacdo do glifosato apo6s o surgimento das pragas daninhas resultando em pouco ou nenhum

dano a cultura (ECK, 2012). Entretanto, as culturas tolerantes ao glifosato ndo sao capazes de

excreta-lo ou metaboliza-lo, contribuindo para o seu acimulo durante o crescimento vegetal e
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permanéncia apos a colheita, constituindo uma porta de entrada deste composto através da
alimentacdo (MESNAGE et al., 2015).

No solo, o glifosato apresenta diferentes valores de meia-vida podendo variar de 4 a 835
dias a depender de fatores como: a afinidade do solo a essa substancia e a presenca de
microrganismos que promovem sua degradacdo (PADILLA; SELIM, 2020). A degradagéo
biolégica ocorre por duas vias metabolicas, que resultam na producdo do é&cido
aminometilfosfénico (AMPA) e sarcosina (GANDHI et al., 2021).

O AMPA (Figura 6) apresenta caracteristicas similares ao glifosato, entretanto é mais
persistente que este, apresentando meia-vida de 119 a 985 dias, ele é considerado onipresente
em solos que sofreram aplicacdo de glifosato, tornando-o seu principal metabolito, sendo
juntamente ao glifosato as principais substancias residuais do uso desse herbicida especialmente
em vegetais e aguas contaminadas (FENG; SORIC; BOUTIN, 2020). Estima-se que 0 AMPA
apresente potencial ainda mais toxico que o glifosato, sendo relatadas altas concentracdes de
glifosato em AMPA como residuos em alimentos como a soja, de 0,18 a 7,2 mg kg*
(GERBREDERS et al., 2021).

Figura 6 - Estrutura quimica do AMPA.

Fonte: Autora, 2022.

Importante ressaltar que os residuos de glifosato e AMPA néo séo eliminados durante o
processamento e cozimento dos alimentos (ZHANG et al., 2019a). O uso intensivo e em larga
escala de glifosato, resultando no acimulo dele e AMPA no meio ambiente e em produtos
comestiveis desperta preocupacdes a respeito de efeitos colaterais associados ao consumo
dessas substancias, além dos impactos a qualidade da dgua, solo, demais ecossistemas e a saude
dos animais, tornando de fundamental importancia a avaliacdo a respeito dos danos associados
ao uso desse herbicida (VAN BRUGGEN et al., 2018).
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2.3 Glifosato, riscos a saude e efeitos ambientais

A utilizacdo de glifosato pode promover desequilibrio em varios niveis nos
ecossistemas; no solo, ele é capaz de formar complexos com alguns ions metalicos, resultando
em menor suprimento de nutrientes; também pode ser utilizado por algumas espécies de
microrganismos como fonte nutricional, promovendo aumento populacional de determinadas
especies e gerando desequilibrios na comunidade, tais espécies em superpopulacédo
desencadeiam danos a saude dos vegetais, a presenca de glifosato também tém sido capaz de
desenvolver danos as células e ao DNA de minhocas, alterando o crescimento destes animais
(GANDHI et al., 2021).

Inicialmente acreditava-se que devido a forte afinidade do glifosato ao solo, ele
permaneceria imdvel, entretanto, j& foram encontrados residuos de glifosato em aguas
subterraneas de diferentes profundidades (<4 m a >8 m), evidenciando o escoamento dessa
substancia e a contaminacdo para ambientes aquaticos (PADILLA; SELIM, 2020). A
permanéncia e a degradacdo do glifosato no solo dependem fortemente de fatores como o pH e
a arenosidade do solo, devendo-se também considerar a contribuicdo de chuvas e erosdo
(PADILLA; SELIM, 2020; VAN BRUGGEN et al., 2018).

Em ecossistemas aquaticos a presenca de glifosato prejudica a fotossintese das algas,
atua como desregulador enddcrino em microcrustaceos, altera o sistema antioxidante de peixes,
induz o crescimento de picocianobacterias, além de se tornar mais uma fonte de fésforo,
potencializando a eutrofizacdo de espécies resistentes (BROVINI et al., 2021). Impactos
negativos da utilizacdo de glifosato comercial ja foram relatados em diversos animais aquaticos,
incluindo protozoarios, mexilhGes, crustaceos, ras e peixes, através da geracao de espécies
reativas de oxigénio e promovendo danos ao desenvolvimento dos animais, além de
desencadear desequilibrio entre hospedeiros, patdgenos e parasitas, resultando em desequilibrio
em comunidades aquéticas (VAN BRUGGEN et al., 2018).

O glifosato é utilizado nas culturas com o objetivo de inibir os danos causados por ervas
daninhas as culturas, entretanto, as ervas daninhas funcionam como alimento para diversos
animais como abelhas e passaros que sdo responsaveis pela polinizacdo de diversas especies,
causando danos a fauna e flora (GANDHI et al., 2021).
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Este composto é toxico para espécies de monocotiledéneas como gramas, coqueiros e
bananeiras e dicotileddneas como algoddo, soja e café; e se acumula em toda a planta, inclusive
em sementes e raizes, mesmo em concentracdes subletais, glifosato e AMPA sdo capazes de
promover a inibicdo de enzimas antioxidantes — ocorrendo acumulo de espécies reativas de
oxigénio, disfuncéo fisiologica e dano celular (VAN BRUGGEN et al., 2018).

Glifosato e AMPA também diminuem a fotossintese por degradacéo da clorofila e via
perturbacao da biossintese da clorofila resultando em necrose da folhagem, além de inviabilizar
a via Chiquimato, os efeitos da aplicacdo deste herbicida em vegetais também interrompe a
sintese de compostos aromaticos secundarios, como fitoalexinas antimicrobianas, que séo
capazes de defender as plantas de patdégenos, ocorrendo morte por infeccdo (VAN BRUGGEN
etal., 2018).

A utilizagdo em larga escala resultou em algumas espécies de ervas daninhas resistentes
ao glifosato, tendo ocorrido adaptacdes nestes vegetais conferidas através de mecanismos como
translocacdo de genes transportadores modificados, mutacGes de ponto Unico do local alvo,
expressao alvo aumentada ou desintoxicacdo do herbicida (VAN BRUGGEN et al., 2018). Para
contornar este problema, agricultores recorrem a utilizacdo de dosagens mais altas, maior
frequéncia de aplicacdo, e a utilizacdo de glifosato em paralelo a outros herbicidas como o 2,4-
D, no entanto, estima-se que novas adaptacdes possam ser observadas em plantas daninhas no
futuro, além de novos efeitos indesejados ao ambiente (VAN BRUGGEN et al., 2018).

A auséncia da enzima EPSPS (via Chiquimato) em humanos e demais animais,
sustentou por muitos anos que o glifosato seria inofensivo a saude, entretanto, em 2015,
pesquisas realizadas pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Céncer (International
Agency for Research on Cancer - IARC) demonstraram 0 seu potencial carcinogénico em
animais, a agéncia ressalta que ainda ndo ha evidéncias concretas da carcinogenicidade do
glifosato em humanos, classificando-o como provavelmente carcinogénico para humanos
(Grupo 2A) (CASTILHOS et al., 2020).

A toxicidade oral aguda do glifosato para mamiferos é considerada baixa, apresentando
dose letal mediana (LDso) de 800 a >5000 mg kg™ por peso corporal para diferentes espécies

de animais — essa dose € calculada avaliando-se a quantidade necessaria da substancia para
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letalidade de 50% de uma populagéo teste —, dados como esses justificam sua classificagdo de
baixo nivel toxicolégico pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BROVINI
et al.,, 2021; VAN BRUGGEN et al., 2018). Entretanto, diversos estudos indicam o risco
associado a exposicao de glifosato a longo prazo, mesmo em concentracdes baixas (niveis mais
baixos que 0s necessarios para efeitos herbicidas), causando efeitos carcinogénicos,
genotdxicos, disturbios enddcrinos e de infertilidade (GERBREDERS et al., 2021).

A toxicidade do glifosato pode ainda ser potencializada devido a sua comercializacao
envolvendo adjuvantes e surfactantes como aminas, alquilpoliglicosideos e derivados do
petroleo com potencial toxico, que influenciam sua distribuicdo ambiental e promovem efeitos
de misturas imprevisiveis (LEMKE et al., 2021). Outro problema envolvendo surfactantes
utilizados em formulagdes comerciais € que estes podem facilitar a entrada e movimentacgéo do
glifosato atraveés da epiderme humana, e dentro do corpo, através das membranas celulares,
aumentando o quantitativo de espécies que atingem o interior das células, promovendo danos
diretos a0 DNA, estresse oxidativo e mecanismos de genotoxicidade, associados ao

desenvolvimento de células cancerigenas (BENBROOK, 2020).

Estudos comparativos de toxicidade em células humanas in vitro utilizando glifosato e
0s produtos comerciais: Roundup400® e Roundup450®, demonstraram que a forma comercial
apresentou maior toxicidade 0,001 g L™, enquanto a toxicidade associada ao uso de glifosato
de grau técnico (livre de adjuvantes e demais componentes) foi de 2 g L, um aumento de 2000
vezes devido a presenca de surfactantes e adjuvantes (GERBREDERS et al., 2021).

Avaliacdes realizadas por CAMACHO; MEJIA, (2017) associam a aplicacdo
pulverizada de glifosato em fazendas de coca na Colémbia a prejuizos a populagdo rural em
curto prazo como doencas dermatoldgicas, respiratérias e aumento no nimero de casos de
aborto espontaneo. Danos cromossdmicos e ao DNA também foram associados a acdo de
glifosato em camundongos, além de disrupgdo enddcrina e citotoxicidade em figado, placenta
e linhas celulares embrionarias humanas; estudos utilizando AMPA em concentracdes de 0,25
a 2 x107 mol L (in vitro) relatam o aumento de espécies reativas de oxigénio em eritrocitos
humanos; com efeitos mutagénicos em linfocitos; danos ao DNA, as células epiteliais e a
membrana celular (SILVER et al., 2021).
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Tanto AMPA como glifosato diminuiram a atividade da acetilcolinesterase em culturas
de eritrécitos — a reducdo da atividade da acetilcolinesterase impede o término da transmissao
sinaptica — perturbando a neurotransmissdo normal e comprometendo o equilibrio entre a
proliferacdo celular e a morte programada, também foram encontradas correlacGes da acédo de
glifosato ao desenvolvimento de condigdes mentais como casos de depressdo, ansiedade,
disturbios neurais, reducao da sensibilidade do tato, reflexos anormais, disfun¢do psicomotora,
além de doencas neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer (CAMACHO; MEJIA,
2017; VAN BRUGGEN et al., 2018).

Residuos de glifosato e AMPA através de agua e produtos vegetais sdo facilmente
absorvidos por animais e humanos atingindo ndo sé agricultores, mas também o publico em
geral — cerca de 60 a 80% da populacdo dos EUA e 44% da Europa —, encontrando-se residuos
em amostras de urina humana em concentracdes relevantes, em individuos nos EUA a média
foi de 2-3 ppb, na Europa a média foi < 1 ppb e 0 maximo encontrado foi de 5 ppb (VAN
BRUGGEN et al., 2018). Devido as evidéncias dos possiveis danos associados a exposi¢édo de
glifosato e seu metabdlito a salde das pessoas e ao meio ambiente, se fez necessario avaliacao
de sua utilizagdo e o estabelecimento de limites que possam reduzir ou minimizar os impactos

causados por sua utilizago.
2.4 Glifosato, limitacgdes e legislacdo

Apesar de diversas evidéncias cientificas em todo o mundo demonstrarem os possiveis
riscos provocados a salde das pessoas e dos animais pela exposicdo ao glifosato e ao AMPA,
avaliacOes realizadas por varias agéncias reguladoras a exemplo da ANVISA e da Agéncia de
Protecdo Ambiental dos EUA (EPA) concluiram que os residuos de glifosato ndo apresentam
riscos oncogénicos, tais conclusGes podem estar associadas as analises conduzidas pelo
registrante, concluindo que o subconjunto de aumentos de tumor em animais eram referentes a
associagOes devido ao acaso, outro fator relevante se refere a estudos utilizando glifosato de
grau técnico e ndo formulagbes comerciais como o Roundup®, além de fatores como:
concentragOes baixas de residuos de glifosato em alimentos, dose cronica de referéncia alta e
niveis altos de glifosato na alimentacdo de animais em bioensaios de cancer em roedores
(BENBROOK, 2020; PORTIER, 2020).
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Apo6s avaliagdo e conclusdo de que o glifosato ndo apresenta caracteristicas
mutagénicas, carcinogénicas e ndo € um desregulador enddcrino, a ANVISA publicou em 02
dezembro de 2020, a resolucdo RDC n° 441, a qual dispde sobre a manutencédo da utilizacéo de
glifosato em agrotdxicos no pais, entretanto, estabeleceu compulsoriamente a utilizacdo de
tecnologia que promova reducdo de 50% da deriva para doses acima de 1.800 g/ha — a deriva
se refere a dispersdo das gotas do produto para fora da lavoura no momento da aplicagéo
(MINISTERIO DA SAUDE; AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2020).

O glifosato esta atualmente aprovado para comercializacdo e utilizagdo na Unido
Europeia, essa autorizacdo expira no dia 15 de dezembro de 2022, sendo exigidos novos
relatorios avaliativos para manutencdo de sua utilizacdo, a serem realizados pela Agéncia
Europeia de Produtos Quimicos e pela Autoridade Europeia para Seguranga dos Alimentos
(EUROPEAN COMMISSION, 2021). Na Alemanha, o governo federal aprovou em fevereiro
de 2021, restricGes imediatas sobre o0 uso de produtos contendo glifosato, além de planejamento
para eliminacdo progressiva do herbicida no pais até 2023 (MINISTERIO FEDERAL
ALEMAO PARA O MEIO AMBIENTE, 2021). A Franca também apresentou um plano para
reducdo gradual do uso de glifosato no pais, se comprometeu a eliminar completamente a
utilizacdo do produto até 2022 (JACQUET et al., 2022).

O México também determinou a proibicdo do uso do glifosato no pais a partir de janeiro
de 2024, a decisdo foi tomada de maneira unilateral, o que gerou diversas criticas associadas a
perdas econémicas e as politicas governamentais para substituicdo do produto, entretanto, o

governo mexicano permanece irredutivel quanto a decisdo (CRUZ et al., 2021).

Nos EUA, a EPA néo encontrou nenhuma evidéncia de riscos associados ao uso de
glifosato a humanos, deste modo a comercializacdo e utilizacdo do produto continua em
liberacdo, entretanto, apds perdas judiciais e diversas reivindicaces associando o glifosato a
incidéncia de Linfoma N&o Hodgkin (LNH), a Bayer® (Monsanto) anunciou que o herbicida
ndo sera mais comercializado para jardinagem no pais a partir de 2023 (AGENCY, 2021,
SUSTAINABLE PULSE, 2021).
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Visando a protecdo dos consumidores e a comercializagdo de produtos seguros a
Comissdo do Codex Alimentarius em conjunto com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) e
a Organizacdo das NacOes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (Food and Agriculture
Organization — FAO) definiram termos da concentracdo maxima tolerada de residuos de
agrotoxicos em alimentos e em ra¢Bes para animais e plantas, o chamado: limite maximo de
residuos (Maximum Residue Level — MRL), o qual é expresso usualmente em mg/kg, este valor
é determinado baseado na avaliacdo quantitativa do ingrediente ativo residual em amostras de
alimentos, considerando gque o agrotoxico tenha sido utilizado com base nas recomendaces do

fabricante e de acordo com as boas praticas de fabricacdo agricolas (LEONG et al., 2020).

O MRL se trata de um padrdo comercial e ndo consiste necessariamente num nivel de
seguranca toxicoldgica, visto que sdo definidos em concentracbes muito mais baixas que 0s
niveis que representariam risco a saude dos consumidores com base na exposi¢do estimada em
curto e longo prazo aos consumidores, nos limites de ingestéo diéria aceitavel, e dose aguda de
referéncia, logo, produtos com concentracdes acima do MRL ndo sdo sindnimos de efeitos
adversos a salde dos consumidores, entretanto, ndo devem ser comercializadas uma vez que
ndo cumprem os requisitos legais e na maioria dos casos podem indicar deficiéncias no manejo
e uso incorreto dos agrotoxicos (RUSCH; CAMERON; HOHGARDT, 2018).

A Unido Europeia apresenta um dos MRL mais exigentes do mundo, aplicando-se a
concentra¢do maxima permitida de 0,01 mg/kg para todos os tipos de agrotdxicos independente
da matriz de avaliacdo, estrutura ou atividade bioldgica (RUSCH; CAMERON; HOHGARDT,
2018). Outros paises definem os valores de MRL de acordo com o tipo de agrotoxico e a matriz
de avaliacdo, as quais sdo usualmente classificadas em: &guas; alimentos processados;

alimentos de origem animal; cultivo; entre outros.

No Brasil, a ANVISA definiu que para céalculo do MRL glifosato deve ser somados 0s
residuos de glifosato e de AMPA e estabeleceu MRL para alguns alimentos de origem vegetal,
os valores variam de 0,01 a 10 mg/kg, para as principais culturas tem-se: algoddo 3 mg/kg; café
1 mg/kg; cana-de-acucar - 1 mg/kg; milho - 1 mg/kg; soja - 10 mg/kg. No que se refere ao MRL
glifosato permitido em &guas, a classificacdo e determinacdo brasileira é realizada pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) através da resolugdo n° 396 de 3 de abril

de 2008, a qual estabelece limites de acordo com a classificacdo de uso preponderante da agua
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em: consumo humano - 500 ppb; dessedentacao de animais - 280 ppb; irrigacdo de 0,04 a 0,13
ppb, e recreacdo — 200 ppb (CONAMA, 2008). No que se refere a taxa toleravel na dgua potavel,
importante ressaltar que a diferenca do exigido no Brasil para a Unido Europeia € de 50.000
vezes superior, nos EUA a tolerancia é ainda superior — 700 mg/kg, ou seja, 1,4 vezes maior
que o exigido no Brasil (GERBREDERS et al., 2021).

A ANVISA também definiu como nivel aceitavel de exposicdo ocupacional —
quantidade méxima de uma substancia ativa a qual o operador pode se expor sem qualquer
efeito adverso a sua satde — o valor de 0,1mg/kg de peso corporeo por dia, também incluiu a
dose de referéncia aguda de 0,5 mg/kg de peso corporeo e valores de ingestdo diaria aceitavel
(IDA) de 0,5 mg/kg de peso corpéreo (MINISTERIO DA SAUDE; AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2020).

Dados os riscos da contaminacdo de residuos de glifosato e AMPA a salde dos
consumidores e aos ecossistemas, é de fundamental importancia o monitoramento destes
residuos para seguranca, controle de qualidade e avaliacdo de sua persisténcia, tornando-se
necessario a utilizacdo de técnicas analiticas para determinacdo e quantificacdo sensivel,

confidvel, que possam aliar baixo custo e alto desempenho.
2.5 Metodologias utilizadas na determinacéo e quantificacdo de glifosato

A determinacéo de residuos de glifosato (glifosato/AMPA) constitui um desafio para a
industria quimica, especialmente para finalidades com grande volume de amostras como
controle de qualidade e monitoramento ambiental, devido a fatores como: a utilizagio de
diversas matrizes — como agua; solo; alimentos; fluidos biolégicos; formulacdes agricolas —, a
presenca desses analitos em baixas concentracGes, a complexidade de interacbes com
componentes da matriz como metais; nutrientes; matéria organica, a dificuldade de anélise
simultanea com outros produtos utilizando o mesmo ensaio, além das caracteristicas de sua
natureza quimica como: carater i6nico; alta polaridade; dificil evaporacao; baixa solubilidade
em solventes organicos; comportamento de complexacdo; a auséncia de grupos croméforos e
fluordforos, tais fatores evidenciam a necessidade de técnicas versateis, sensiveis e etapas como
preparo de amostra, estas podem variar de acordo com a composi¢do da amostra e a técnica
utilizada na avaliacdo (MELLO; BALVEDI; GOULART, 2019).
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Apesar dos entraves apresentados, diversas metodologias ja foram propostas para
andlise de glifosato em diferentes matrizes, observando-se metodologias utilizando técnicas

cromatograficas, espectroscopicas e eletroquimicas.
2.5.1 Meétodos cromatograficos

A utilizacdo de técnicas cromatograficas para determinacdo de agrotoxicos € comum,
sendo as técnicas mais utilizadas no controle de qualidade e por instituicGes reguladoras
governamentais. O uso de cromatografia promove a separacdo do analito dos demais componentes
da amostra através da passagem do mesmo em fase mdvel por uma fase estacionaria imiscivel, a
técnica se baseia na interagcdo entre os componentes da amostra com as fases utilizadas de acordo

com sua natureza quimica e permite a utilizacdo de diversos métodos de quantificagdo do eluato.

Visto que a analise cromatografica pode ser influenciada por diversos fatores,
geralmente essas técnicas sdo utilizadas aliadas a técnicas de preparo de amostras visando pré-
concentra¢do, homogeneizacdo e extracdo, conferindo ao método obtencdo de resultados
precisos e sensiveis (LEONG et al., 2020).

No caso do glifosato, que ndo apresenta grupos croméforos nem fluor6foros em sua
estrutura, se destaca o uso da derivatizacdo (pré e pos-coluna) que é amplamente empregada
em separacdes por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE, bem como
Cromatografia Liquida de Ultra-Alta Eficiéncia (CLUAE), sendo a pré-coluna mais utilizada
visto que promove controle mais preciso do processo. Em determinag6es utilizando CLAE, a
derivatizacdo pode ser realizada com diferentes agentes a depender do método de deteccéo
empregado, em detecgdes via espectrofotometria UV-vis ja foram relatadas a utilizacdo dos
agentes: cloreto de p-toluenossulfonil, cloreto de o-nitrobenzenossulfonil e cloreto de 2,5-
dimetoxilbenzenossulfonil, enquanto para métodos envolvendo detec¢do por espectofotometria
de fluorescéncia, os agentes utilizados podem ser cloroformato de 9-fluorenilmetil e o-
ftaladéido (ARKAN; I. MOLNAR-PERL, 2015; MELLO; BALVEDI; GOULART, 2019).

O principal método de deteccdo de glifosato associado a CLAE € a espectrometria de
massa (EM), o método apresenta alta sensibilidade, requerendo extragdes como tratamento de
amostra, ao longo do tempo, aplicagdes de extracdo liquido-liquido (ELL) e extracdo em fase

solida (EFS) vém sendo substituidas pelo método QUEChERS que fornece extracdo em
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microescala, tornando o processo mais rapido, com menor uso de reagentes e etapas, além de
fornecer alta recuperagdo (NARENDERAN; MEYYANATHAN; BABU, 2020). O uso de
ionizacdo por eletrospray e a combinacdo de EM-EM em modo tandem fornece melhores
resultados de sensibilidade utilizando CLAE e CLUAE, reduzindo o sinal de ruidos (MELLO;
BALVEDI; GOULART, 2019).

A derivatizacdo também consiste numa peca-chave em separaces utilizando
cromatografia gasosa (CG), o uso de CG é menos frequente que a CLAE devido a necessidade
de converter os residuos de glifosato em derivados volateis e termicamente estaveis, sendo
necessario recorrer a esterificacdes e acilagdes, entre 0s reagentes utilizados para realizar a
derivatizacdo podemos citar o uso de: N-metil-N-terc-butildimetilsilicontrifluoroacetamida,
dimetilformamida, anidrido trifluoracético, 4,4,4-trifluoro-1-butanol, cloroformato de
isopropila, diazometano, &cido trifluoroaceético, anidrido trifluoroacético, anidrido propionico e
metanol; como detectores podem ser empregados: fotometria de chama (CG-FDP), ionizacéao
de chama (CG-IDC), captura de elétrons (CG-DCE), detector de fosforo-nitrogénio (CG-DPN)
e espectrometria de massas (CG-EM) (MELLO; BALVEDI; GOULART, 2019).

Em razdo do glifosato ser um composto i6nico (pKai = 0,8; pKa2 =2,23; pKaz = 5,46;
pKas = 10,14) a cromatografia idnica (Cl) também pode ser utilizada em sua determinacéo, a
técnica se baseia na retencdo de substancias por atracdo eletrostatica entre ions da amostra e
sitios carregados na fase estacionéria, este método é passivel de interferentes em matrizes
complexas como o solo, dada a presenca de ions concorrentes e variagdes ambientais, o detector
mais utilizado é o EM (MELLO; BALVEDI; GOULART, 2019; PADILLA; SELIM, 2020).
Na Tabela 3 a seguir sdo mostrados alguns limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)
obtidos por diferentes técnicas cromatogréficas para determinacgdo de glifosato em diferentes

matrizes.
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Tabela 3 — Uso de diferentes métodos cromatograficos para a quantificagéo de residuos de glifosato e
respectivos limites de deteccédo e quantificacdo.

Matriz Residuo Preparo da Técnica LD LQ Autor
amostra (ppb) (ppb)
Urina Glifosato Diluicdo CI-EM 0,2 - SCHUTZE et
isotopica al., (2021)
Soro humano Glifosato/ Complexacéao CI-EM-EM 0,6/ 2,0/ ZHANG et
AMPA EDTA+ELL 1,2 4,0 al., (2021)
Agua/ Glifosato/ EFS CG-FDP 0,10/ 0,37 ZHANG et
Solo AMPA 0,22 /0,81 al., (2019b)
Agua Glifosato/ Complexagdo CLAE- 0,2/ 0,2/ PIRES et al.,
AMPA Fluorescencia 0,3 0,5 (2020)
Urina Glifosato/ Derivatizagdo ~ CLUAE-EM- 0,5/ 1,0/ MARTIN-
AMPA EM 0,1 0,5 REINA et al.,
(2021)

Fonte: Autora, 2022.

Como podem ser observados na Tabela 3, a utilizagdo de métodos cromatograficos
possibilita resultados sensiveis, com LD e LQ compativeis com as necessidades de
monitoramento de glifosato no mercado, entretanto, a utilizacdo destes métodos apresenta
desvantagens consideraveis como: a realizacdo do preparo de amostras, alto custo de
instrumentacao, mao-de-obra qualificada e ndo sdo indicados para analise de grande nimero de

amostras.
2.5.2 Meétodos espectroscopicos

As técnicas espectroscopicas relacionam a interacdo entre a matéria e a radiacdo
eletromagnética, destacando-se métodos espectrofotométricos como absor¢do molecular no
UV-vis e espectrofotometria de fluorescéncia devido a facilidade de execucéo, rapidez, menor
robustez e custo, que 0os métodos cromatograficos, entretanto, estes métodos necessitam de
reagentes que contenham grupos cromoforos e/ou fluoréforos, devido a auséncia desses grupos
em residuos de glifosato, diversas metodologias tém-se utilizado de estratégias como: a
derivatizacdo, a formagdo de complexos com nanoparticulas metalicas coloridas, uso de sondas
de pontos quanticos (quantum dots - QD) e/ou pontos de carbono (carbon dots - CD) nos quais
ocorre transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia, atuando como fluoroforos
doadores (MELLO; BALVEDI; GOULART, 2019).
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Outra metodologia alternativa utilizada na determinacdo de glifosato, é o uso da
Espectroscopia Raman Aprimorado de Superficie (ERAS), a técnica é baseada na amplificacdo
da resposta Raman com a adsorcdo do analito proxima a superficie de plasma de metais como
Au, Ag e Cu, utilizando-se também da combinacdo da contribui¢do eletromagnética com a
quimica do adsorbato sob o efeito da luz incidente, permitindo ampliar vibragcdes moleculares
de um sistema de forma suficiente a detectar uma Unica molécula do sistema, apesar da técnica
se mostrar promissora, sua utilizacdo envolve alto custo e apresenta dificuldades como baixa
homogeneidade e reprodutibilidade, tornando dificil sua utilizacdo para monitoramento
ambiental e controle de qualidade (LOPEZ-CASTANOS et al., 2020).

Técnicas baseadas em ressonancia também tém sido abordadas como promissoras para
a determinacdo de glifosato, sendo relatado o uso de Ressonancia Plasménica de Superficie
(RPS), nesta metodologia € possivel o monitoramento do analito através de sua interacdo com
ondas eletromagnéticas do plasma, o plasma de superficie é obtido por meio da interagdo de
uma fonte eletromagnética com elétrons livres de um metal (geralmente Au) e meio dielétrico,
dependendo fortemente do indice de refracdo e da ligacdo das moléculas na superficie do
sensor, a principal desvantagem da técnica é seu alto custo e instrumentagdo robusta,
instrumentac@es de baixo custo utilizando fibra 6tica estdo em desenvolvimento, possibilitando
em futuro préximo a larga utilizacdo da técnica inclusive em analises de campo (DO et al.,
2020).

O uso de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) fornece informacges sobre a estrutura
molecular de compostos organicos, através da exploracdo das propriedades magnéticas de
alguns nucleos atbmicos, também é relatada em determinacdes de residuos de glifosato, através
da integracdo de ressonancias de CH, — P, a técnica também € utilizada no estudo do mecanismo
de resisténcia do glifosato em ervas daninhas in vivo, auxiliando na compreensao de alteracoes
metabolicas promovidas pelo herbicida nas plantas, constituindo uma técnica rapida na
deteccdo deste analito em fluidos complexos, entretanto, no caso de determinacgdes analiticas
uma limitacéo constitui a possibilidade de sobreposicao dos picos de RMN, além do alto custo
de manutencdo do equipamento (ANDRE; GE, 2018; SHUMILINA et al., 2020). Alguns
exemplos de métodos utilizando técnicas espectroscopicas para a determinagdo de glifosato

podem ser observadas na Tabela 4, a seguir.
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Tabela 4 — Uso de diferentes métodos espectroscopicos para a determinagéo de residuos de glifosato e
respectivos limites de deteccédo e quantificacdo.

Matriz  Residuo Preparo da amostra Separacéo Quantificacéo LD LQ Autor
ppb ppb
Solo  Glifosato QD CdTe/Cds Eletroforese  Fluorescéncia 25,7x10*  77,1x10* MUNOZ et
capilar al., (2019)
Agua  Glifosato Complexacéo f3- - Fluorescéncia 60,87 84,50 JESUS et
dicetonato-Eurépio-Acido al., (2020)
etilenodiaminotetracético
Agua  Glifosato Complexacdo bis 5- - Uv-vis 34,98 166,8 Il etal.,
fenildipirrinato de niquel (2019)
an
Mel Glifosato  Cloreto de hemina + Si - Raman (ERAS) 0,001 0,009 LOPEZ-
(Ag (Si-AgNPs)) CASTANO
Setal,
(2020)
Agua  Glifosato Filme de quitosana - RPS 1,35 4,56 DOetal.,,
dopado com (2020)
nanocompositos de ZnO e
oxido de grafeno
Trigo  Glifosato integragdo do dupleto dos - 'H-RMN 300 676 SHUMILIN
grupos CH»>-P Aetal,
(2020)

Fonte: Autora, 2022.

Os dados da Tabela 4 indicam que apesar das técnicas espectroscopicas possibilitarem
a determinacdo de glifosato, estudos avaliando o seu principal derivado AMPA ainda séo
escassos, além disso, em comparativo as técnicas cromatograficas, por exemplo, a sensibilidade
gue a maioria das técnicas espectroscopicas conferem nao é compativel com a necessidade de
monitoramento de amostras ambientais e em demais matrizes, necessitando de mais avancos

neste quesito para viabilizacdo da utilizacdo em larga escala.
2.5.3 Meétodos eletroquimicos

As técnicas eletroquimicas sdo amplamente utilizadas em sistemas envolvendo sensores
eletroquimicos, estes detectam o objeto de estudo através de interacdes entre a superficie do
sensor (eletrodo principal ou de trabalho) e os analitos, convertendo a informacdo em sinais
elétricos qualitativos e quantitativos, os quais sdo usualmente baseados em medicfes de

amperometria, voltametria, potenciometria e condutometria (DHINAKARAN et al., 2020).

Sabe-se que o glifosato ndo apresenta grupos quimicos capazes de sofrer reducéo ou

oxidagdo em potenciais baixos (que possibilitem analise com eletrodos convencionais), deste
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modo, diversos autores tém utilizado estratégias envolvendo deteccgdo indireta. Uma delas é a
utilizacdo associada a polimeros impressos molecularmente (Molecularly Imprinted Polymers
- MIP) via eletropolimerizacéo, os MIPs possuem locais de impressdo especificos que permitem
combinar o analito em forma, tamanho e grupos funcionais, obtendo-se reconhecimento
especifico, entretanto, ainda apresentam alguns entraves quanto a sua utilizacdo em larga escala
como dificuldades na confecg¢do em dispositivos comerciais de forma eficiente (ZHANG et al.,
2017).

A deteccdo eletroquimica de glifosato também pode ser realizada utilizando elementos
de reconhecimento biol6gico, obtendo-se biossensores, que conferem alta seletividade
combinada a propriedades cataliticas, e traduzem o reconhecimento do analito por meio da
formacéo de produtos na reacdo bioquimica, inibicao via acdo de agente que afete a atividade
catalitica ou o desenvolvimento de reacBes imunoldgicas, para glifosato sdo relatadas a
utilizacdo das enzimas: peroxidase, urease, tirosina, e fosfatase &cida, sendo necessarios
cuidados como a utilizacdo de potenciais moderados, além de contornar limitacfes devido ao
tamanho das moléculas imobilizadas na superficie do eletrodo viabilizando a interacdo com o
centro catalitico e a transferéncia de elétrons (ORTIZ-FRADE; TORRES; CAHUANTZI-
MUN, 2019; ZAMBRANO-INTRIAGO et al., 2021).

Algumas metodologias para determinacdo de glifosato se baseiam na caracteristica de
coordenacdo por complexacdo com ions metélicos em estados de oxidacdo especificos, os ions
das espécies ativas podem ser gerados em potenciais receptivos para transferéncia heterogénea
de carga de elétrons na superficie do eletrodo, viabilizando a interacdo com a matriz de
avaliacdo contendo glifosato, entre os metais podemos citar, os de uso mais frequente: cobre e
niquel (ZAMBRANO-INTRIAGO et al., 2021). Alguns exemplos de técnicas eletroquimicas

utilizadas para determinacéo do glifosato podem ser observados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Uso de diferentes métodos eletroquimicos para a quantificacao de residuos de glifosato e
respectivos limites de deteccédo e quantificacdo.

Matriz  Residuo Eletrodo Sonda Técnica LD LQ Autor
) (ppb)  (ppb)
Agua/  Glifosato Ouro + PIM - Ks;[Fe(CN)s]  VPD* 0,27 - ZHANG et
Pepino Polipirrol al., (2017)
Agua/  Glifosato  Carbono serigrafado Enzima CronA* 15 45 BUTMEE et
Solo + NP Ag + com fosfatase al., (2021)
oxido de grafeno acida
Agua/  Glifosato Pasta de carbono CuHPc* VOQ* 3,38 - WONG et
Suco de (Biochar) al., (2021)
laranja
Cerveja Glifosato Carbono MBs* + Gli- CronA* 0,005 0,030 BETTAZZI
HRP* et al., (2018)
Agua/  Glifosato Gréfite (Lapis) Fibra oca + VPD* 0,21 0,73 GHOLIVAN
Solo MWCNTs*+ D:
LI*+CuO AKBARI:
NORQUZI,
(2018)

*CronA — Cronoamperometria

*CuHPc — Cobre (1) 1,2,3,4,8,9,10,11,15,16,17,18,22,23,24,25-hexadecafluoro-29H,31 ftalocianina
*CuO — Nanoparticulas de 6xido de cobre

*Gli-HRO - Glifosato conjugado com peroxidase de rabano

*LI — Liquido i6nico 1-butil-3-metil imidazoélio hexafluoro fosfato ([omin] [PFs]))

*MBs — Esferas magnéticas modificadas com IgG anti-glifosato

MWCNTS — Nanotubos de paredes maltiplas

*VPD — Voltametria de Pulso Diferencial

*VOQ - Voltametria de Onda Quadrada

Fonte: Autora, 2022.

Através dos dados expressos na Tabela 5, é possivel verificar que os métodos
eletroquimicos apresentam sensibilidade compativel com as necessidades do mercado de
verificacdo dos niveis de glifosato e controle de qualidade, entretanto, apresentam alguns
obstaculos para sua utilizacdo de forma ampla, como a complexidade de producéo dos eletrodos
e possibilidade de interagdes complexas de glifosato com componentes da matriz, além da
auséncia de métodos que possibilitem a deteccdo de glifosato em paralelo ao AMPA, deste
modo, visto as vantagens da utilizacdo de métodos eletroquimicos como baixo custo, rapidez,
sensibilidade, possibilidade de miniaturizacdo e portabilidade, ainda ha espago para
desenvolvimento de novos métodos eletroquimicos para determinagéo de residuos de glifosato
que atendam de maneira eficiente as necessidades do mercado, tratando-se da proposta deste
trabalho (MELLO; BALVEDI; GOULART, 2019).
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2.6 Justificativa do trabalho

O desenvolvimento de um sensor eletroquimico para deteccdo para glifosato torna-se
um desafio visto que essa substancia ndo apresenta boas propriedades eletroquimicas utilizando
eletrodos ndo toxicos como carbono vitreo, sendo necessério a utilizacdo de metodologias que

possibilitem sua determinagéo de forma indireta.

Estudos recentes associam efeito sinérgico da acdo antioxidante da dopamina (DOPA)
na presenca do glifosato, — a dopamina (Figura 7) é um neurotransmissor catecolaminico que
esta presente abundantemente no cérebro de mamiferos e apresenta comportamento quimico
amplamente explorado na literatura —, abrindo margem para utilizacdo dessa espécie no
monitoramento deste herbicida (FIORI et al., 2018; SMITH et al., 2021).

Figura 7 - Estrutura dopamina
HO Q/\/NHZ
HO

Fonte: Autora, 2022.

Visando agregar mais valor ao trabalho, constituindo um aliado na busca por atividade
eletroquimica eficiente e alta sensibilidade, destaca-se o uso de simonkolleite
(Zns(OH)gCl 2-H20), trata-se de um monohidrato de hidroxido de cloreto de zinco, obtido por
corrosédo do zinco em forma de cristais hexagonais, ocorrendo por interperismo natural gerado
em minas de zinco na regido aleméa de Michelsdorf, vem ganhando atengéo na literatura devido
as suas propriedades fisico-quimica Unicas, sendo utilizado em diversas aplicacbes como
suporte de catalisador e no armazenamento de energia, demonstrando-se uma proposta
interessante aplicada a este trabalho (SILVA et al., 2021; SPASSOV; TZVETKOV; LYUTOV,
2020).
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3. OBJETIVO
3.1 Objetivos geral

Desenvolver um sensor eletroquimico para quantificacdo de glifosato e AMPA via

deteccdo indireta baseada em dopamina e simonkolleite.
3.2 Objetivos especificos

e Realizar estudo do glifosato e AMPA com agentes que possibilitem sua
determinacdo através de métodos eletroquimicos;

e Investigar 0s mecanismos das reagBes eletroquimicas envolvidas no
desenvolvimento do sensor;

e Determinar a faixa linear do método desenvolvido;

e Otimizar pardmetros analiticos para obtencéo de limite de deteccdo e quantificacdo
dentro do exigido na legislagéo e necessidades de avalia¢cdo do mercado;

e Verificar a estabilidade e reprodutibilidade do sensor desenvolvido;

e Validar a metodologia desenvolvida utilizando método de referéncia.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Reagentes e solucoes

Nanoparticulas atoxicos e estaveis de Simonkolleite (Zns(OH)sCl2(H20)) e
Simonkolleite com as seguintes variagdes de prata: 0,1% e 1%; foram cedidas por colaboracao
com a Professora Dr? Anielle Christine Almeida Silva do Instituto de Fisica da Universidade
Federal de Alagoas. Os demais reagentes de grau analitico foram adquiridos de seus respectivos

fornecedores, conforme (Tabela 6).

Tabela 6 — Reagentes utilizados e seus respectivos fornecedores.

Reagente Fornecedor Teor de Pureza

Acetato de sodio (CHsNaO;) Exodo 99,0 — 101,0%
cientifica

Acido acético (CH;COOH) Acros Organics  99,0%

Acido cloridrico (HCI) Dinamica 36,5 —38,0%

Acido borico (H3BO3) Vetec 99,5%

Cloreto de célcio (CaCly) Vetec 99,5%

Cloreto de potéssio (KCI) J. T. Baker 99%

Cloridrato de dopamina Sigma-Aldrich  99%

(CgH11NO2-HCI)

Dimetilformamida (CsH7NO) Dinamica 99%

Etanol (C2HeO) Panreac 99,8%

Ferrocianeto de potassio Exodo 98,5 -102,0%

(CsNgFeKs) cientifica

Fosfato de sodio dibasico Vetec 99%

dihidratado (Na2HPO4-2H,0)

Fosfato de s6dio monobasico Vetec 98,0-102,0%

monohidratado (Na2HPO4-H20)

Glufosinato de amonio Sigma-Aldrich  >98%

(CsH15N204P)

Molibdato de sddio (Na2MoOa4) Vtec 99%

Nanotubo de carbono de paredes Sigma-Aldrich  >95%

multiplas — NTC

Ninidrina (CoHsOa4) Sigma-Aldrich  >98%

Sulfato de cobre (CuSQOa4) Dinémica 99%

Sulfato de magnésio (MgSOQa) Dinémica 99%

Fonte: Autora, 2022.
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As dispersdes dos Nanotubos de Carbono (NTC) foram realizadas como descrito no
topico (4.2.2). As demais solucdes foram preparadas utilizando &gua deionizada obtida através
do sistema Milli-Q Millipore e os valores de pH da solucdo tampéo foram ajustados utilizando
pHmetro modelo Quimis Q400A.

4.2 Estudos eletroquimicos

As técnicas eletroquimicas selecionados nesse estudo foram a voltametria ciclica (VC)
e a voltametria de pulso diferencial (VPD). Os parametros para utilizagdo de VPD foram:
v =0,010 Vs, modulagdo de amplitude de 50 mV, tempo de modulacéo de 0,05 s. As medidas
foram realizadas a temperatura de 25 £ 1° C, e os graficos processados foram tratados utilizando
0 programa Origin 9.0. As medidas eletroquimicas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato PGSTAT (AUT73222) da Metrohm Autolab® em um sistema
constituido por trés eletrodos conforme esquema da Figura 8.

Figura 8 — Representacdo esquematica de cela eletroquimica de trés eletrodos.

Computador Potenciostato

Eletrodo de

Contra
Referéncia \' Eletrodo
I\ Eletrodo de

Eletrolito ——
Trabalho

Fonte: LINS, 2020.

Foram avaliados diferentes eletrodos de trabalho: eletrodo de carbono vitreo — CV

(BAS, diametro 3,0 mm) e de nanotubos de cabono de paredes multiplas imobilizados em CV
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(CVNTC); como eletrodo auxiliar foi utilizado um fio de platina espiralado e como eletrodo de
referéncia utilizou-se sistema Ag|AgCI|CI™ (saturado) da BAS.

4.2.1 Procedimento de limpeza do eletrodo de carbono vitreo

A limpeza de CV foi realizada através de uma etapa mecéanica, onde a superficie do
eletrodo foi polida em suspensao de alumina (0,3 um) com auxilio de um tecido de veludo até
que esta apresentasse aspecto espelhado. Em seguida o eletrodo foi lavado com agua
deionizada, submetido a agitagdo em ultrassom durante 30 s em etanol absoluto e novamente

lavado com agua deionizada.

O perfil de limpeza do eletrodo foi avaliado através de uma etapa eletroquimica pela
técnica de VC. Foi realizada uma varredura na faixa de potencial de 0,6 a — 0,3 V de forma
reversivel, em solugdo de Ks[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] 1 x 10 mol L em KCI 0,1 mol L. Em
seguida, o eletrodo foi lavado com agua deionizada e secado a temperatura ambiente.

4.2.2 Modificacdo do eletrodo de CV com NTC

A suspensdo de NTC foi preparada a partir da pesagem de 1 mg de NTC em eppendorf
e adicdo de 1,0 mL de dimetilformamida (DMF) (SILVA, 2017). Esta mistura foi submetida a
agitacdo em ultrassom por 2 h para melhor dispersao (SILVA, 2017). A modificacdo do eletrodo
se deu a partir da adicdo de uma aliquota de 1L dessa suspensdo a superficie do eletrodo de
CV previamente limpo. Para evaporacdo do DMF, o eletrodo permaneceu em estufa a 60°C
durante 10 min (SILVA, 2017). Esse procedimento foi repetido 10 vezes, totalizando 10 pL de
dispersdo na superficie do eletrodo, com cuidado e atencdo para que toda a superficie do CV

esteja recoberta, conforme esquematizado na Figura 9.
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Figura 9 - Representacdo esquematica da modificagdo do eletrodo de carbono vitreo com NTC.

10x

Fonte: Autora, 2022.

4.2.3 Estudos de interferéncia

Para avaliacdo de interferentes, foram utilizadas solucdes estoque de Sulfato de cobre
(CuS0s), Cloreto de célcio (CaClz) e Sulfato de magnésio (MgSQa), estas foram adicionadas
na cela eletroquimica obtendo-se as seguintes concentracdes: 6 ppb, 60 ppb e 600 ppb. As
avaliacdes foram realizadas utilizando-se dopamina (2 ppm), SK (2 ppm) e GLI (7 ppb), em
tampéo fosfato 2,0 mmol L pH = 7,00. As intensidades de sinal foram analisadas e comparadas

com o controle registrado sem interferéncia sob as mesmas condi¢oes.
4.2.4 Avaliagdo em amostra real

Para avaliacdo do método desenvolvido, utilizou-se uma amostra de solo. A amostra de
solo de regido livre de glifosato foi obtida por colaboracdo com o professor Dr José Expedito
Cavalcante Silva (UFAL — Campus Arapiraca/Unidade de ensino de Penedo) em estudos
realizados junto a UFTO, a regido de coleta fica localizada na cidade de Araguaina-TO, com a
seguinte coordenada geografica: 07° 05° 46” S e 48° 12° 19” O, e altitude de 243 m, o solo foi
classificado como Neossolo Quartzarénico Ortico tipico, as amostras foram coletadas em
profundidade variavel de 0 a 40 cm. O periodo de coleta ocorreu em janeiro de 2008, as
amostras foram secas, peneiradas e homeneizadas, conforme descrito por ARAUJO et al.,
(2011). As amostras foram transportadas para o laboratério de eletroquimica e microssistemas

de analise (LEMAN - UFAL), onde permaneceram armazenadas a temperatura ambiente.
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O método de preparo da amostra foi o proposto por MBOKANA; DEDZO; NGAMENI,
(2020) com algumas modificagOes. A amostra seca foi triturada em almofariz e peneirada para
selecdo de particulas de menor tamanho, deste material foram preparadas duas amostras, a
primeira se deu pela adi¢cdo de 2 g de amostra de solo dispersos em 10 mL de tampé&o fosfato
2,0 mmol L pH = 7,00, essa mistura foi submetida a agitacdo magnética por 1 hora, € 0
sobrenadante foi recuperado através de centrifugacao, utilizou-se aparelho Quimis® versao 1.0,
modelo Q-222EM, tempo 15 minutos e rotacdo até 14.300 rpm. Utilizou-se 3 mL do
sobrenadante como eletrolito de andlise na cela eletroquimica, onde foram adicionados
dopamina (2 ppm) e SK (2 ppm), observando-se intensidade de sinal equivalente a presenca de
dopamina nas condic¢des analisadas, verificou-se a auséncia de glifosato na amostra coletada.

Deste modo, preparou-se outra amostra através do enriquecimento com glifosato, o
preparo se deu através do uso de 2 g da amostra, estes foram dispersos em 10 mL de solugédo
de glifosato (10 ppb utilizando tampao fosfato 2,0 mmol L™ pH = 7,00 como solvente). A
mistura foi submetida a agitacdo magnética por 1 hora, e o sobrenadante foi recuperado via
centrifugacdo. Utilizou-se 3 mL do sobrenadante como eletrlito de analise na cela
eletroquimica, com adicdo de dopamina e SK ambos na concentragdo 2 ppm, apos registro do
sinal relativo ao glifosato, uma série de trés adicdes de padrdo de solucdo de glifosato foram
adicionadas a cela eletroquimica, as correntes de pico obtidas foram avaliadas em relacdo as

concentracdes de padrdo adicionadas.

4.3 Uso de técnicas espectroscopicas para caracterizacdo, avaliacdo de interacdo e
validacéo

4.3.1 Espectroscopia no UV/visivel

Para avaliacdo de interacdo os estudos espectroscpicos foram realizados no UV-visivel
HP 8453 (G1103A) da Agilent® no modo de varredura com comprimento de onda de 190 a
400 nm. Foi utilizada uma cubeta de quartzo com capacidade para 3 mL. Avaliou-se a influéncia
quimica de diferentes concentragdes de glifosato (0,6 a 1,8 ppm) na presenca de dopamina (2
ppm) em tampéo fosfato pH = 7,00.

Para validacdo do método também se utilizou espectroscopia no UV-vis, em aparelho
HP 8453 (G1103A) da Agilent®, no modo varredura de 300 a 800 nm, utilizando cubeta de
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quartzo com capacidade para 3 mL, foi utilizado o método de BHASKARA; NAGARAJA,
(2006). O qual é baseado na reagdo de glifosato com ninidrina (5% m/v) na presencga de
molidbato de sodio (5% m/v), em meio aquoso e aquecimento a 100 °C por 5 min, obtendo-se
um produto roxo de Ruhemann com absor¢do maxima a 570 nm. Através desta metodologia
construiu-se curva de calibracdo em triplicata. Para validacdo da concentragéo de glifosato na
amostra real de solo obtida conforme o item 4.2.4, essa amostra foi filtrada e enriquecida com
2 ppm de glifosato (adicdo de padréo) para obtencdo de concentracdo dentro da faixa linear no
método utilizado, o resultado obtido foi comparado com o obtido através da metodologia

eletroquimica desenvolvida no presente trabalho.
4.3.2 Espectroscopia de infravermelho FTIR

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um espectrofotometro de
infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR), IRPrestige (SHIMADZU, 02239), com 0
uso do acessorio para sélidos, ATR. Os espectros foram obtidos a temperatura ambiente. O
software utilizado no tratamento dos dados foi o Shimadzu IR Solution 1.50. Utilizando
espectro do ar como pano de fundo foram analisadas as seguintes substancias: dopamina e
glifosato. Visando avaliar o produto da reagdo entre dopamina e glifosato, uma mistura foi
preparada utilizando solucOes dessas espécies na concentracdo 20 g L™, utilizando dgua como

pano de fundo.
4.4 Limite de deteccdo e quantificacao

Para a determinacdo do limite de deteccdo (LD) e do limite de quantificagdo (LQ) foram
utilizadas as Equacdes 9 e 10, a seguir:

3XSp
b

LD = Equacéo 1

10XSp
b

LQ = Equacéo 2

Onde: Sb é o desvio padrdo da média aritmética das correntes obtidas por 10
voltamogramas de brancos no mesmo potencial do pico voltamétrico do composto e b é o
coeficiente angular da curva analitica (SKOOG, WEST, HOLLER, 2014).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados os resultados obtidos no preparo do sensor
eletroquimico para deteccdo de glifosato, englobando avaliacdo no UV-vis, avaliacdo
eletroquimica com proposta de mecanismo, definicdo de pardmetros como pH, a utilizacéo de
substancias que possibilitem maior sensibilidade ao sistema, avaliacdo do sistema em amostra

real e quanto a presenca de interferentes.
5.1 Sensor eletroquimico para glifosato

O processo de desenvolvimento de um sensor eletroquimico capaz de detectar glifosato
(GLI) é um desafio, pois essa molécula ndo apresenta boas propriedades eletroquimicas,
fazendo com que seu estudo seja inviavel por eletrodos convencionais, sendo necessario o0 uso
de estratégias que possibilitam sua deteccdo de forma indireta. Uma das formas mais
comumente utilizadas para deteccdo indireta é o uso de um derivatizante, onde é adicionado ao
sistema uma quantidade conhecida de uma molécula eletroquimicamente ativa que reage
facilmente com a molécula alvo dando a possibilidade de rastrear as variagdes de sinal do
derivatizante e/ou o surgimento de um novo sinal atribuido ao produto formado, no presente

trabalho avaliou-se a utilizacdo de dopamina (DOPA), como agente derivatizante.

Para avaliagdo da interagdo envolvida entre DOPA e GLI, foram realizados estudos
utilizando técnicas de espectroscopia na regido do ultravioleta, espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e avaliacGes eletroquimicas utilizando
voltametrias, possibilitando proposta de mecanismo, os quais estdo descritos nos topicos a

sequir.
5.1.1 Estudo de interacédo quimica entre DOPA e GLI

Visando avaliar a interagdo quimica entre DOPA e GLI, utilizou-se espectroscopia na
regido do ultravioleta (200 -280 nm), inicialmente, observou-se 0 comportamento individual
das espécies, GLI linha preta e DOPA linha vermelha, em seguida foi fixado uma concentracao
de DOPA e realizadas adicGes de GLI para que seja possivel avaliar mudancas no perfil dos
espectros, os resultados desses experimentos sdo apresentados na Figura 10, onde é possivel

obsevar a auséncia de bandas no espectro de GLI (linha preta), enquanto no espectro da DOPA
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(linha vermelha) sdo observadas duas bandas, em torno de 200 nm e 280 nm, as quais séo
atribuidas a transicdo n — o* do grupo amina e a transi¢io © — ©* dos dominios sp? no anel
aromatico, respectivamente. Quando é adicionado GLI € notavel o aumento de absorbancia na
banda em torno de 200 nm da DOPA (linhas verde, azul e ciano), permitindo-se associar
interacdo de GLI com a extremidade contendo o grupo amina da molécula de DOPA (CUI et
al., 2019).

Figura 10 - Espectros na regidao do uv-vis de dopamina na presenca de glifosato em tampao fosfato
pH=7,0.
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Fonte: Autora, 2022.

Apesar de alguns estudos evidenciarem a interacdo quimica entre GLI e DOPA, ainda
ndo ha proposta de mecanismo a dessa interacdo, desta forma, uma possivel via pode ocorrer
através da condensacdo amidica — em interagdo entre 0s grupos amina e acido carboxilico,

resultando em uma amida com liberacdo de agua — conforme apresentado na Figura 11.
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Figura 11 - Mecanismo proposto para interacdo entre DOPA e GLI.
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Fonte: Autora, 2022.

Para melhor avaliacdo do possivel produto dessa reacdo, foi realizada reacdo entre
DOPA e GLI em meio aquoso, e o produto foi analisado via espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), utilizando como pano de fundo agua. Os
reagentes também foram avaliados, sendo utilizadas as substancias obtidas com grau analitico,

obtendo-se os espectros da Figura 12.
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Figura 12 - Espectros FTIR de GLI, DOPA e do produto da reacdo em meio aquoso DOPA-GLI
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No espectro de GLI (Figura 12 — linha preta) é possivel observar banda caracteristica
de interacdo de hidrogénio, dada a presenca de hidroxila em sua estrutura em 3300 cm™, em
1790 cm™* vibragdo assimétrica de ligagdo C=0, em 1620 cm™ a interagdo de ligagdo C=0 da
carbonila com hidrogénio, em 1520 cm™* devido a deformagdes de NH, em 1441 cm™ vibrac&o
de ligagdo CO e OH, em 1356 e 1300 cm™ dada a vibracdes de deformagdes de NH, em 1223
e 1122 cm™ vibragéo de ligagio P-OH (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; VALLE
etal., 2021).

Ao analisar o espectro de DOPA (Figura 12 — linha vermelha) algumas bandas
caracteristicas dessa substancia também foram identificadas onde podemos observar as
interacOes provenientes de vibragdes na regifo em torno de 3385 e 3280 cm™ caracteristica de
amina primaria, sendo essa regido também caracteristica de ligacdo de hidrogénio, em 1645 cm-
! deformac&o angular de NH, em 1220 cm™ de deformacéo axial de ligagdo CN em aminas, em
1087 cm* deformagcéo axial de CN, em 666 cm™ deformacéo angular de fenol, em 1547 cm™
deformacdo axial de anel aromatico, em 3000 cm™ deformacéo axial de CH (LOPEZ et al.,
2011; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

Avaliando o produto da interacdo entre DOPA e GLI em meio aquoso, e comparando
com os reagentes dessa reacdo, obtemos 0s espectros da Figura 12 — linha verde, onde observa-
se na regido em 3200 a 3400 cm™ bandas caracteristicas de deformacéo axial de grupos OH e
NH que apresentam ligacOes de hidrogénio caracteristicas dos dois reagentes, em 1790 cm
bandas de vibracdo assimétrica de ligacdo C=0 presente na estrutura de GLI, em 1645 e 1520
cm! bandas de formagao angular de NH presente na estrutura de DOPA, de GLI e que podem
estar presentes no produto conforme mecanismo da Figura 11, em 1441 cm™ bandas de vibragéo
de ligagdo CO e OH livre de ligac&o de hidrogénio presente na estrutura de GLI, observa-se no
destaque da Figura 12 que na faixa de 1220 a 1300 cm™ mudangas de intensidades das bandas
que referem-se a vibracdes de deformacdes de NH de GLI e DOPA e que podem estar
associadas a vibragOes de deformacdes de grupo CN em amidas no produto, em 1223 e 1122
cm* bandas de vibragéo de ligagdo P-OH de GLI e em 666 cm™ deformagéo angular de fenol
de DOPA (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007). Uma tabela resumo a respeito das

interacOes e atribuicGes observadas através da analise no FTIR, pode ser observada a seguir.
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Tabela 7 - Resumo das atribui¢6es dos grupos funcionais observadas através dos espectros de FTIR
de GLI, DOPA e DOPA-GLI

Regido (cm™) Gli(cm?) Dopa(cm?) Dopa-GLI (cm™) Atribuicdes

3385-3280 v v v de R-NH;
3300 N4 v v v de H-O
3000 N v de C-H
1790 N4 v vas de C=0
1645 v v 6 de N-H
1620 N4 v de C=0 com H-O
1547 N 0 de anel aromaético
1520 N4 v 6 de N-H
1441 N4 v v de C=0O/OH
1223 N4 v de N-H

1220-1300 v v 0 de CN/R-C=0-NH;
1122 N4 v v de P-OH
666 v v d de fenol

Nota: 8 = Deformacdo angular, y = Deformacédo angular fora do plano, v = Estiramento, vas= Estiramento
assimétrico.
Fonte: Autora, 2022.

Ap0s as observacgdes realizadas com as analises dos espectros de FTIR, observa-se no
espectro do produto a presenca de grupos funcionais que estdo presentes nos reagentes, devido
a utilizacdo de meio aquoso a identificacdo de bandas que assegurem a formacédo do produto
conforme o mecanismo proposto na Figura 11 foi dificultada, sendo necessario o uso de outras

técnicas de identificacdo para comprovacdo da obtencdo deste composto.
5.1.2 Estudo de interacéo eletroquimica entre DOPA e GLI

O comportamento eletroquimico de DOPA ja é bem definido na literatura, utilizando a
concentracdo de 5 ppm, Voltametria Ciclica — VC (Figura 13 a)), tampdo fosfato pH = 7,00,
eletrodo de carbono vitreo (CV), v=0,050 V s e faixa de potencial de 0 a 0,4 VV vs Ag|AgCI|CI-
(sat.), apresenta pico de oxidagdo em torno de 0,15 V vs Ag|AgCI|CI™ (sat.) e pico de reducdo
em 0,12 V vs Ag|AgCI|CI~ (sat.), em mecanismo reversivel envolvendo dois protons e dois

elétrons, atraveés da oxidacao do grupo hidroguinona em quinona conforme Figura 13 b).
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Figura 13 - a) Voltamogramas ciclicos de DOPA 5 ppm em tampéo fosfato pH = 7,00, b) Mecanismo
envolvido na oxidacdo de DOPA.

a)

194

0,0

1 (nA)

-1,9 4

-3,8

-5,7

T T T
0,28 0,00 0,28 0,56
E (V) vs Ag|AgCI|CI- (sat)

HO NH +
b) 2 \@y O NH,

—_— .
E =

HO 16

Dopamina Dopamina oxidada

Fonte: Autora, 2022; figura b) - Adaptado de SILVA, 2017.

A interacdo entre DOPA e GLI também foi avaliada via eletroquimica, utilizando a
técnica Voltametria de Pulso Diferencial (VPD); tampdo fosfato pH = 7,00; eletrodo de carbono
vitreo (CV), este foi limpo apds cada varredura conforme a metodologia descrita no topico
4.2.1; foi utilizada a faixa de potencial de -0,10 a 0,30 V vs Ag|AgCI|CI" (sat.)., obtendo-se a
Figura 14 a), onde observa-se que adigfes sucessivas de GLI ao sistema proporcionaram
aumento do pico de oxidacdo de DOPA, indicio de viabilidade deste sistema para deteccao
indireta de GLI.

Com base nas Figura 11 e Figura 13 b), uma proposta para 0 mecanismo envolvido na
reacao eletroquimica de DOPA-GLI € apresentado na Figura 14 b), onde possivelmente
ocorreria oxidacdo da hidroguinona em quinona da espécie DOPA-GLI, envolvendo dois
protons e dois elétrons, resultando em sinal eletroquimico com ligeiro deslocamento de

potencial em relagcdo a DOPA para potenciais mais positivos.



56

Figura 14 - a) Voltamogramas de DOPA na presenca de diferentes concentraces de GLI, b)
Mecanismo proposto para oxidacgdo da espécie DOPA-GLI.
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Fonte: Autora, 2022; figura b) - Adaptado de SILVA, 2017.

5.1.3 Avaliacéo eletroquimica de parametros para o sensor baseado em DOPA

O sistema proposto conta com a utilizacdo de DOPA como espécie que proporcione a
deteccdo indireta de GLI, tornando fundamental a avaliacdo da natureza do processo de
transferéncia de massa de DOPA até a superficie eletrodica, deste modo, foi realizado estudo
de velocidade da solucdo de DOPA (5 ppm) em eletrodo de trabalho de CV e tampao fosfato
pH = 7,00. As velocidades variaram de 2 mV s a 100 mV s* vs Ag|AgCI|CI- (sat.). (Figura
15), onde ndo se observa deslocamento significativo dos potenciais de pico anddico e catddico
com a variacdo da velocidade de varredura, um indicativo de processos eletroquimicos
reversiveis (LINS, 2020).
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Figura 15 - VVoltamogramas ciclicos de DOPA, utilizando CV em tampdo fosfato (pH 7,00) em
diferentes velocidades de varredura.
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Fonte: Autora, 2022.

O estudo de velocidade permite avaliacdo através do uso de parametros como Ipa
(Corrente de pico anddico) e v¥? (velocidade ao quadrado), conforme Equagcéo 1, deste modo,
foi construido o gréafico da Figura 16, onde se observa tendéncia a linearidade em velocidades
altas, observadas na faixa de 40 a 100 mV s vs Ag|AgCI|CI- (sat.)., enquanto em velocidades
baixas ndo ha comportamento linear, o que pode estar associado a formacdo de espécies
eletrogeradas e sua permanéncia por maior tempo na superficie do eletrodo, dificultando o
processo de transferéncia de massa. A auséncia de linearidade no sistema R = 0,9544 indica
transporte de massa de natureza adsortiva (BRETT; BRETT, 1996; FERREIRA, 2010; LA-
SCALEA etal., 2007).

1
I, = (2,99 x 105)a'/2A¢D, *v"/> Equagio 3

Onde: Ip ¢ a corrente de pico catodico, a é o coeficiente de transferéncia de carga, A é
a area do eletrodo, Co~ € a concentragdo da espécie em solugdo, Do é o coeficiente de difuséo e
v é a velocidade de varredura.
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Figura 16 - Regressdo linear Ipca vs v2,

0,9 R= 0,9544

Ipa (pA)
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Fonte: Autora, 2022.

Visando obter um sistema onde a transferéncia de massa seja difusional na superficie
do eletrodo, otimizando os estudos eletroquimicos, utilizou-se eletrodo de CV modificado com
NTC, em procedimento realizado conforme o tdpico 4.2.2. A utilizacdo de NTC ¢ justificada
pela versatilidade destes materiais, que apresentam elevada area superficial, alta area de
superficie ativa, baixa resisténcia a transferéncia de carga, evitam/reduzem o bloqueio da
superficie do eletrodo por substancias organicas, promovendo melhoria nas propriedades
eletroquimicas de sensores, além de auxiliar na obtencdo de métodos sensiveis (GOMES;
FILHO, 2007; SILVA, 2017).

O GLI é um composto que apresenta 4 valores de pKa (pKai = 0,8; pKaz = 2,23; pKaz =
5,46; pKas = 10,14), de maneira similar, a DOPA apresenta 3 valores de pKa (pKa1 = 8,71; pKa2
= 10,90; pKaz = 13,68), tornando o pH do meio um fator importante em sistemas envolvendo
essas espécies, deste modo, para avaliacdo deste parametro realizou-se analise eletroquimica
em diferentes faixas de pH (tampéo acetato pH = 4,50 (2,0 mmol L); tampao fosfato pH =
7,00 (2,0 mmol L); tamp&o borato pH = 10,00 (2,0 mmol L)), utilizou-se VC, em diferentes
faixas de potencial e eletrodo de CV modificado com NTC (CVNTC), Figura 17 e Figura 18.
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Figura 17 - Voltamogramas de DOPA em crescentes concentragdes de GLI, v =0,050 V s, em
diferentes solugdes tampao: a) Tampdo acetato pH = 4,50, b) Tampao fosfato pH = 7,00.
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Fonte: Autora, 2022.

Utilizando-se tampé&o acetato pH = 4,50, Figura 17 a), as analises foram realizadas na
faixa de potencial de 0,0 a 0,40 V, com a adi¢do de DOPA (10 ppm) ao sistema observa-se a
presenca dos picos anddico (0,30 V vs Ag|AgCI|CI (sat.)) e catddico (0,28 V vs Ag|AgCI|CI
(sat.)) bem pronunciados, adi¢Ges sucessivas de GLI (1-6 ppm) ao sistema produziram um

aumento discreto em ambos os picos, indicando possibilidade de utilizacdo deste sistema.
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Avaliando o sistema utilizando tampé&o fosfato pH = 7,00, em mesma faixa de potencial que a
utilizada para o tampdo acetato, Figura 17 b), observa-se que o0s sinais eletroquimicos obtidos
através de DOPA (10 ppm) apresentaram maior intensidade de sinal, este comportamento se
repetiu com as adi¢des de GLI (1-6 ppm), indicando maior sensibilidade utilizando este sistema,
também é notavel deslocamento dos potenciais dos picos: anddico (0,15 V vs Ag|AgCI|CI
(sat.)) e catddico (0,12 V vs Ag|AgCI|CI (sat.)), indicio de que estes processos eletroquimicos
foram facilitados utilizando este meio, sendo mais viavel que o anterior. Utilizando o sistema

em tampdo borato pH = 10,00, obteve-se a Figura 18.

Figura 18 - Voltamogramas de DOPA em crescentes concentragdes de GLI, v =0,050 V s, em
Tampéo borato pH = 10,00.
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Fonte: Autora, 2022.

Foi observado que com a reducdo da acidez do meio, ocorreu deslocamento dos sinais
eletroquimicos para potenciais mais proximos de 0,0 V vs Ag|AgCI|CI" (sat.), para avaliacdo do
tampdo borato pH = 10,00, a faixa de potencial analisada foi ampliada para -0,2 a 0,4 V vs
Ag|AgCI|CI (sat.)., Figura 18, entretanto, nessa faixa de potencial os picos de DOPA (10 ppm)
apresentaram-se de forma discreta, assim, visando melhor visualizacdo destes, reduziu-se a

faixa de potencial para -0,2 a 0,2 V vs Ag|AgCI|CI" (sat.)., onde conforme esperado ocorreu
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deslocamento dos sinais eletroquimicos de DOPA para potenciais mais negativos, obtendo-se
pico anddico em torno de 0,06 V vs Ag|AgCI|CI™ (sat.) e catodico em 0,03 V vs Ag|AgCI|CI
(sat.), entretanto, os sinais foram de baixa intensidade, mesmo apos a adi¢do de GLI (1-3 ppm)
ao sistema, nao ocorrendo melhoria significativa dos sinais, demonstrando que a utilizagéo

deste pH ndo € viavel para a proposta do trabalho.

Ap0s as avaliacdes e inferéncias realizadas através da Figura 17 e Figura 18, o tampé&o
fosfato pH = 7,00 foi escolhido para as etapas seguintes no desenvolvimento do sensor proposto.
Com o meio definido, decidiu-se avaliar a utiliza¢cdo de uma substancia eletroativa que fosse
capaz de promover maior sensibilidade ao sistema, visando baixar os limites de detecgéo e
guantificacdo, a fim de atender as necessidades de monitoramento de glifosato em amostras

ambientais e controle de qualidade.
5.1.4 Estrategias para aumento de sensibilidade do sistema

Para avaliacdo de um composto que possibilite maior sensibilidade ao sistema, avaliou-
se 0 simonkolleite (Zns(OH)gCl 2-H20), por apresentar em sua estrutura lacunas de oxigénio
disponiveis que atuam como doadores do tipo n, conferindo aumento de condutividade aos
materiais 0s quais € associado, possibilitando atividade eletroquimica eficiente (MOMODU et
al., 2015). Outro fator relevante, é que na literatura ndo ha relato de sua utilizacdo associada a
sensores eletroquimicos, nem de interagdes com DOPA e/ou GLI.

A avaliacdo das nanoparticulas de simonkolleite (SK) no sistema foi realizada utilizando
VPD, eletrodo CV, tampao fosfato pH = 7,00, em faixa de potencial de -0,10 a 0,20 V vs
Ag|AgCI|CI™ (sat.), obtendo-se a Figura 19, onde observa-se que a adi¢cdo de SK ao sistema
promoveu 0 aumento do sinal de oxidacdo de DOPA de forma significativa, aumentando cerca
de 30% da area total do pico. Visto que a proposta do sensor é baseada na deteccdo indireta de
GLI por meio da interagdo deste com DOPA, a utilizagdo de SK promovendo aumento do sinal
eletroquimico de DOPA confere maior sensibilidade ao método, além de n&o causar danos a
interacdo de DOPA com GLI (linhas verde e azul), constituindo uma proposta interessante ao

método.
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Figura 19 - Voltamogramas de DOPA e GLI na presenga de SK.
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Fonte: Autora, 2022.

A presenca de SK (5 ppm) no sistema foi estudada com mais detalhes utilizando eletrodo
CVNTC, mantendo-se as condi¢Bes da analise anterior, obtendo-se a Figura 20 e Figura 21. Na
Figura 20, inicialmente adicionou-se ao sistema SK (linha vermelha), o qual ndo apresentou
sinal eletroquimico na faixa analisada, em seguida, adicionou-se GLI (linha verde),
demonstrando que a interacdo entre GLI e SK ndo é capaz de promover sinal eletroquimico na
faixa de potencial avaliada, em seguida, DOPA (linha azul) foi inserida no sistema, observando-
se o sinal eletroquimico com as mesmas caracteristicas dos estudos anteriores, o qual se deve a
presenca das espécies de DOPA e de GLI (anteriormente adicionado ao sistema), a Ultima
avaliacdo desta etapa do estudo, se deu com mais uma adi¢cdo de GLI ao sistema (linha ciano),
demonstrando aumento do sinal eletroquimico de DOPA e DOPA-GLI, indicativo de que a
presenca de SK ndo comprometeu o sistema DOPA-GLI.
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Figura 20 - Voltamogramas de SK, na presenca de GLI e DOPA, utilizando eletrodo CVNTC.
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Fonte: Autora, 2022.

De maneira similar a Figura 19, na Figura 21, utilizou-se a mesma ordem se insercéo
das substancias no sistema, adicionando-se inicialmente DOPA (5 ppm — linha vermelha), a
qual teve seu sinal eletroquimico intensificado na presenca de SK (5ppm — linha verde), o qual
continuou apresentando maiores valores de corrente com adi¢6es sucessivas de GLI (0,3 a 2,3
ppm — linhas azul, ciano, rosa e amarelo), tais evidéncias demonstram o potencial da utilizacao
de SK no desenvolvimento de sensor para GLI, baseado em DOPA, sendo utilizado nas

estratégias posteriores em avaliaces do analito em concentragcdes mais baixas.
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Figura 21 - Voltamogramas de DOPA e GLI na presenga de SK, utilizando eletrodo CVNTC.
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Fonte: Autora, 2022.

Tendo observado que a adicdo de SK ao sistema permite aumento da intensidade de
sinal de DOPA, foi realizado estudo utilizando VC e eletrodo CV-NTC, para avaliac¢ao de qual
a melhor proporc¢éo de adicdo entre DOPA e SK, obtendo-se a Figura 22, onde se observa que
a adicdo de SK ao sistema proporcionou melhor intensidade do sinal de DOPA na proporc¢éo
1:1, ap0s atingir essa relacdo estequiométrica, 0 excesso de SK no sistema ndo promoveu
aumento da intensidade de sinal de DOPA, visto que este permaneceu constante. Deste modo,

essa proporcao foi utilizada nos estudos seguintes.
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Figura 22 - Voltamogramas ciclicos de DOPA (5 ppm) em diferentes concentracfes de SK (1,5 — 10
ppm), v = 0,050 V s-1, em Tampdo fosfato pH = 7,00.
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Fonte: Autora, 2022.

Visando avaliar a natureza da interacdo de SK, no sistema envolvendo DOPA e GLI,
realizou-se estudo utilizando VVC e eletrodo CV-NTC, obtendo-se a Figura 23, onde observa-se
que apesar da presenca de SK possibilitar aumento da intensidade do sinal do produto entre
DOPA e GLI, ndo se trata de uma reacdo eletrocatalitica, visto que com o aumento da
concentracdo de GLI, as correntes de pico catddica e anodicas aumentam de forma proporcional
entre si (BARD et al., 2001). Dada a natureza fisica das nanoparticulas de SK, provavelmente
trata-se de interacdo catalitica na superficie de SK, favorecendo o processo de oxidacdo e
reducdo da DOPA.
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Figura 23 - Voltamograma ciclico de DOPA (10 ppm) e SK (10 ppm) em diferentes concentracdes de
GLI (1-3 ppm), v = 0,050 V s, em Tampdo fosfato pH = 7,00.
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Fonte: Autora, 2022.

Observados os resultados promissores utilizando SK na ampliacdo do sinal de DOPA,
foram avaliadas outras substancias contendo SK em sua composi¢do, constituido de
nanoparticulas de simonkolleite contendo as seguintes variacdes de prata: 0,1% e 1%, as quais
serdo identificadas como: SK-0,1%Ag, SK-1%Ag, respectivamente. As andlises foram

realizadas em sistema similar ao utilizado na Figura 20 e Figura 21, obtendo-se a Figura 24.

De acordo com a Figura 24 a); ¢), nenhuma das substancias avaliadas apresentou sinal
eletroquimico na faixa de potencial analisada (0,00 a 0,40 V vs Ag|AgCI|CI (sat.)), estas
também ndo apresentaram indicativo de interacdo com GLI que pudesse possibilitar a detec¢do
direta deste analito, deste modo, a analise prosseguiu inserindo-se DOPA ao sistema, visando
deteccdo indireta conforme j& abordado, observa-se que de modo contréario ao observado no
sistema da Figura 21, a utilizacdo das substancias contendo SK-Ag comprometeu a eficiéncia
do sistema envolvendo DOPA-GLI, visto que nédo foi possivel identificar diferenca significativa
de corrente de pico com a adi¢cdo de GLI ao meio reacional, além da auséncia de linearidade no
sistema, inviabilizando sua determinacdo (Figura 24 b); d)), importante ressaltar que conforme

utilizado substancias com maior porcentagem de prata, maior foi a reducdo da intensidade do
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sinal eletroquimico de DOPA, o que pode estar associado a fatores como interacdo entre DOPA

e Ag naregido eletroativa da primeira substancia.

Figura 24 - Avaliacdo do sistema DOPA-GLI com uso de diferentes substancias, em a) e b) SK-
0,1%Aqg, ¢) e d) SK-1%Ag.
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Fonte: Autora, 2022.

Através das inferéncias realizadas a partir da Figura 21 e Figura 24, a utilizacdo de SK

no sistema se mostra de maior interesse a proposta do sensor.
5.1.5 Auvaliacéo do sensor eletroquimico para determinacéo de GLI

Ap0s a otimizacdo dos parametros abordados nos topicos anteriores, desenvolveu-se
curva analitica do sistema em funcao da oxidacdo do produto DOPA-GLI na presenca de SK,
utilizando-se eletrodo de CV-NTC, VPD, solugdo tampé&o fosfato pH = 7,00, as concentracfes

de DOPA e SK foram fixas em 2 ppm, obtendo-se faixa linear de resposta de GLIde 1 a 7 ppb
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(Figura 25). O sistema demonstrou reprodutibilidade e linearidade, obtendo-se os limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) de 0,1971 ppb e 0,6571 ppb, respectivamente.

Figura 25 - Voltamogramas relacionados a oxida¢do de DOPA na presenca de SK, em diferentes
concentragdes de GLI, utilizando eletrodo CV-NTC, em tampéo fosfato pH =7,00e v=5mV s?,
regressdo linear da corrente de pico versus concentracdo de GLI.

y = 2,989x10°(+ 0,0015)x + 2,8218x10°(+ 5,4136x10°%)
0.251R =0,9937
LD =0,1971 ppb
4,4 LQ =0,6571 ppb
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3,3
<
2,2 4
’ GLI] (ppb;
= [GLI] (ppb)
~
1,14
0,0
T T T T T

, . .
0,06 0,12 0,18 0,24 0,30
E (V) vs Ag|AgCI|CI- (sat)

Fonte: Autora, 2022.

A eficiéncia do método desenvolvido foi avaliada utilizando amostra de GLI em solo,
nessa matriz a presenca de GLI é amplamente documentada constituindo uma importante fonte
de contaminacdo ambiental. Visando avaliar espécies quimicas que costumam estar presentes
em amostras de solo e que podem interferir no sinal de oxidag&o resposta em relagéo a GLI,
foram avaliadas as espécies Ca?*, Mg?* e Cu?*, para esta avaliacéo utilizou-se concentracdes de
DOPA e SK fixas em 2 ppm, e GLI (7 ppb), quanto as espécies Ca®*, Mg?* e Cu?* as
concentragOes avaliadas foram 6 ppb, 60 ppb e 600 ppb (Figura 26).
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Figura 26 - Desempenho do sensor desenvolvido para quantificacdo de GLI (7 ppb), frente a presenca
de Ca?*, Cu?* e Mg?" em tampao fosfato pH = 7,00.
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Fonte: Autora, 2022.

Os ions Ca2* foram os que demonstraram maior interferéncia na analise de GLI, sendo
responsaveis por reducdo de sinal em torno de 13,17%, vale ressaltar que essa reducdo se
manteve estavel apesar do aumento da concentracio de Ca®* de 6 a 600 ppb. Diversos estudos
tém consolidado a acdo antagonista dos fons Ca?* ao glifosato, a qual esta relacionada a
formacéo de complexos ou precipitacfes de baixa solubilidade entre essas espécies, em vegetais
estima-se que o uso de GLI reduz severamente a concentracdo de célcio nas folhas e sementes,
interferindo no transporte de calcio das raizes a parte superior dos vegetais (CAKMAK et al.,
2009).

Quanto a presenca de Cu?*, este foi capaz de promover reducéo da intensidade do sinal
de até 2%, o que demonstra um étimo desempenho desse sistema, em outras metodologias
eletroquimicas € relatado que a presenca de cobre como interferente inviabiliza a determinacao
eletroguimica de GLI, sabe-se que o cobre é capaz de promover a formacdo de complexo estavel
com GLI, essa via € amplamente explorada como sonda de deteccdo (MBOKANA; DEDZO;
NGAMENI, 2020).

Contrariando o comportamento observado pelas espécies anteriores, a adicdo de ions
Mg?* ao sistema promoveu efeito sinérgico na intensidade do sinal de GLI, observando-se
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aumento de até 4%, resultado satisfatério em relacdo ao encontrado no trabalho de
MBOKANA; DEDZO; NGAMENI, (2020), onde a adi¢do de Mg?* ao sistema promoveu
reducdo de até 29% da intensidade de sinal do glifosato. O magnésio também apresenta
afinidade para formacédo de complexos de baixa solubilidade junto ao GLI, ndo encontrando-se
evidéncias do efeito sinérgico na presenca desta espécie, 0 que pode estar relacionada a
interacdo com DOPA e/ou SK no sistema (CAKMAK et al., 2009).

Para avaliacdo do desempenho do sistema para determinacdo de GLI, utilizou-se uma
amostra de solo para sua determinacdo. Permitindo avaliar a quantidade deste analito absorvida
na amostra através do método de adicdo de padrdo, na Figura 27 € possivel observar uma das
verificacfes analisadas, a qual apresentou 6tima linearidade (R? = 0,99716), onde de 10 ppb
adicionados a amostra de solo, observou-se a presenca de 6,894 ppb no sobrenadante analisado,
possivelmente 3,1006 ppb ficaram adsorvidos na amostra de solo. Repetindo-se a analise 3
vezes, observou-se apenas variacao de 1,5% da quantidade de glifosato adsorvido nesta amostra

de solo.

Figura 27 — a) Voltamogramas obtidos através da analise de amostra real de solo e adi¢do de padréo
de GLI, utilizando CV-NTC, DOPA (2 ppm), SK (2 ppm) em tampéo fosfato e v=5 mV s, b)
Regresséo linear da intensidade de sinal vs concentragdo de GLI obtida através da analise de solo e
adicdo de padrdo.
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Fonte: Autora, 2022.

Com base na resposta de oxidacdo e a regressdo linear obtida pelas adi¢cGes de GLI no
sistema contendo SK e DOPA, obteve-se um sistema promissor na avaliacdo de GLI em
amostra de solo, possibilitando rastreamento de baixas concentragfes desse analito,

demonstrando éxito no desenvolvimento do sensor.

5.1.6 Validacdo do méetodo

Visando avaliar a eficiéncia do método desenvolvido no presente trabalho, utilizou-se
metodologia consolidada na literatura para avaliacdo da amostra real de solo analisada via
eletroquimica, tal procedimento emprega a técnica de espectroscopia na regido do visivel,
através de metodologia de BHASKARA; NAGARAJA, (2006). O qual possibilitou obtencéo
de curva analitica apresentada na Figura 28, para viabilidade de avaliacdo da amostra real e

compatibilidade com a faixa linar do metodo utilizado, realizou-se adi¢do de padrdo a amostra.
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Figura 28 - a) Espectros na regido do visivel, na avaliacdo de GLI na presenca de ninidrina e
molibdato de sddio sob aquecimento, b) curva de calibracéo de GLI.

a) b) 0,65
y =0,11448x + 0,26195
R =0,9940
0,60
1,2
0,55
©
8 050

K] 2 [
3] S
& 5 045
2 2
S <
3 0,40
<

0,35

0,30 . T T T T

044 05 1,0 15 20 25 30
T T T T T T [GLI] (ppm)
450 500 550 600 650 700 750 800
A (nm)

Fonte: Autora, 2022.

A avaliacdo da amostra de solo utilizando o metodo padrdo possibilitou quantificacdo
de GLI, obtendo-se 6,862 ppb, enquanto o método eletroquimico desenvolvido encontrou 6,894
ppb. Os resultados foram comparados estatisticamente através do teste t Student (95%), o qual
indicou que os métodos séo estatisticamente semelhantes, visto que, o método desenvolvido
nesse trabalho apresentou intervalo de confianca de 6,86 a 6,93 ppb, englobando assim o
resultado encontrado através da metodologia padrdo. Comparando os resultados do sensor
desenvolvido, com outros trabalhos publicados utilizando técnicas eletroquimicas obtém-se a

Tabela 8.
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Tabela 8 — Uso métodos eletroquimicos para a quantificacdo de glifosato e respectivos limites de

deteccdo e quantificacdo.

Matriz  Residuo Eletrodo Sonda Técnica LD LQ Autor
] (ppb)  (ppb)
Agua/ GLI Ouro + PIM  Kj[Fe(CN)s]  VPD* 0,27 - ZHANG et
Pepino - Polipirrol al., (2017)
Agua/ GLI Carbono Enzima CronA* 15 45 BUTMEE et
Solo serigrafado +  fosfatase al., (2021)
NP Ag + acida
com oxido de
grafeno
Agua/ GLI Pasta de CuHPc* VOQ* 3,38 - WONG et al.,
Suco de carbono (2021)
laranja (Biochar)
Cerveja GLI Carbono MBs* + CronA* 0,006 0,030 BETTAZZI
Gli-HRP* etal., (2018)
Agua/ GLI Gréfite Fibraoca+ VPD* 0,21 0,73 GHOLIVAN
Solo (Lépis) MWCNTSs* D; AKBARI;
+LI*+Cu0 NOROUZI,
(2018)
Solo GLI CV- Dopamina  VPD* 0,1971 0,6571 Este
MWCNTS* + SK* trabalho

*CronA — Cronoamperometria
*CuHPc — Cobre (I1) 1,2,3,4,8,9,10,11,15,16,17,18,22,23,24,25-hexadecafluoro-29H,31 ftalocianina
*CuO — Nanoparticulas de 6xido de cobre
*CV — carbono vitreo

*Gli-HRO — Glifosato conjugado com peroxidase de rabano

*LI — Liquido i6nico 1-butil-3-metil imidazoélio hexafluoro fosfato ([omin] [PFs]))
*MBs — Esferas magnéticas modificadas com IgG anti-glifosato

*MWCNTS — Nanotubos de paredes maltiplas
*SK - Simonkolleite
*VPD - Voltametria de Pulso Diferencial
*VOQ - Voltametria de Onda Quadrada
Fonte: Autora, 2022.

Podemos observar que este método apresenta sensibilidade compativel com outros

trabalhos e com as necessidades de mercado para monitoramento em diversas matrizes, além

de apresentar vantagens como facil preparacdo, baixo custo e rapidez, tornando-se uma opcao

interessante no monitoramento de GLI em diversas matrizes. O sistema apresenta ainda

perspectivas como possibilidade de portabilidade e miniaturizacao.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho prop6s o desenvolvimento de um sensor eletroquimico para analise de GLI
em amostras ambientais, este analito ndo apresentou sinal eletroquimico em faixa de potencial
que permita sua determinacéo por eletrodos nao toxicos, deste modo, avaliou-se o uso de DOPA
como agente sonda para determinacdo indireta. A interacdo entre GLI e DOPA foi avaliada via
espectrofotometria no UV-vis, e espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) e por
técnicas eletroquimicas, sendo proposto um mecanismo para a interacdo envolvida, mostrando-

se uma opgdo Vviavel para determinacéo eletroquimica do analito.

Observou-se que a utilizacdo de eletrodo de trabalho de CV em sistema envolvendo
DOPA apresenta transporte de massa de natureza adsortiva, sendo relevante a modificacdo do
eletrodo com NTC. Avaliou-se a melhor faixa de pH para utilizagdo do sistema DOPA e GLI,
através dos meios: tampéo acetato pH = 4,50; tampao fosfato pH = 7,00 e tampé&o borato pH =
10,00, destes, a utilizacdo de tampéo fosfato pH = 7,00 apresentou maior intensidade de sinal,

possibilitando maior sensibilidade, tornando-se a melhor opc¢éo entre as faixas avaliadas.

Analisou-se a utilizacdo de substancia que possibilite aumento de sensibilidade através
do uso de nanoparticulas de SK, o qual se mostrou viavel dada ao aumento do sinal
eletroquimico de DOPA, apresentando resultados promissores utilizando eletrodo de CV e
eletrodo de CV-NTC, também foram avaliados a utilizacdo de SK com diferentes concentraces
de Ag: 0,1% e 1%, os quais quando adicionados em solugéo no sistema contendo DOPA e GLI
promoveram reducdo na intensidade de pico eletroquimico de DOPA, indicando que a

utilizacdo de SK se mostra mais interessante ao sistema.

Foi otimizada a proposta para utilizacdo de SK em relacdo a DOPA, obtendo-se efeito
sinérgico eletroquimico ao utilizar proporcdo 1:1, sendo adotada essa relacdo como ideal.
Observou-se que a utilizacdo de SK no sistema envolvendo DOPA-GLI nédo e capaz de
promover efeito eletrocatalitico, apesar de observado aumento da intensidade de sinal dada a

presenca dessa substancia no sistema.

O uso de eletrodo CV-NTC em tampdo fosfato pH = 7,00, VPD, DOPA e SK (2 ppm),
proporcionou obtencdo de método com faixa linear resposta de GLI de 1 a 7 ppb. O sistema
demonstrou repetibilidade e linearidade (R = 0,9937), obtendo-se LD e LQ de 0,1971 ppb e
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0,6571 ppb, respectivamente. Este sistema foi avaliado quanto a influéncia das seguintes
espécies interferentes: Ca®*, Mg?* e Cu?*, em concentragdes que variaram de 6 a 600 ppb, em
GLI 7 ppb. Observando-se reducio de até 13% (Ca?"), 2% (Cu®") e 4% (Mg?*), revelando

resultado satisfatorio em relacdo a outras metodologias eletroquimicas.

O método permitiu deteccdo de GLI em amostra de solo fortificada, observando-se a
presenca de 6,894 ppb, e foi validado pela utilizacdo de metodo que envolve espectroscopia na
regido do visivel, apresentando médias que nao diferem estatisticamente (Teste t Student 95%),
apresentando-se como uma proposta promissora de baixo custo e fécil preparagdo na avaliacao

de GLI em amostras ambientais.
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7. PERSPECTIVAS

e Isolar os produtos das reagdes eletroquimicas e verificar as propostas de mecanismo
através da analise dos produtos obtidos por eletrolise, seguida de identificacdo em
espectrometro de massas;

e Avaliacdo do comportamento de AMPA ao mesmo sistema;

e Utilizacdo do método para avaliagdo de outras matrizes ambientais.
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