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RESUMO

Com este trabalho, objetivou-se otimizar simultaneamente metodologias para
derivatizacdo de glyphosate (GLY) e acido aminometilfosfonico (AMPA) para analises por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector ultravioleta (CLAE-UV). Além disso, foram otimizadas as
condi¢des cromatograficas por CLAE-UV para a analise destes compostos. O GLY foi
selecionado para o estudo por ser um herbicida amplamente utilizado para o controle de
pragas que, junto ao seu principal metabdlito secundario (AMPA) apresenta potencial risco
toxicoldgico para a salde humana e para 0 meio ambiente. Devido aos seus efeitos deletérios,
alguns métodos analiticos tém sido desenvolvidos a fim de monitorar seus residuos no meio
ambiente. Métodos cromatograficos tém sido preferencialmente usados, contudo as moléculas
em estudo apresentam baixa volatilidade e auséncia de grupos cromoforos, sendo necessario
adicionar etapas de derivatizacdo. Neste trabalho foram avaliadas duas metodologias para
derivatizacdo das moléculas de GLY e AMPA: com piririna e N-
O(bistrimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) para anélises por CG-EM e com cloroformiato
de O9-fluorenilmetila (FMOC-CI) para analises por CLAE-UV. A utilizacdo de
piridina:BSTFA em proporcao 60:100, respectivamente, sem vibragdo ultrassonica e ajuste de
pH resultaram em condigdes 6timas de analises por CG-EM. Ja para analises por CLAE-UV,
tampdo borato 200 mmol L™, FMOC-CI 500 mg L™, homogeneizacio por 5 minutos, anélise
imediatamente ap0s a reacdo e lavagem com éter dietilico promoveram resultados
satisfatorios. Finalmente, as condicdes étimas de analise por CLAE-UV foram estudas e
determinou-se que a fase mdvel composta por acetonitrila/tampéo fosfato, comprimento de
onda 260 nm, gradiente com propor¢do de 25:75 v/v (0-2,5 minutos), 65:35 v/v (4,5-10

minutos) e 25:75 v/v (11-12 minutos) apresentaram melhores resultados.

Palavras-chave: AMPA; Derivatizacdo; Glyphosate.
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ABSTRACT

This study aimed to optimize both methodologies for derivatization of glyphosate
(GLY) and aminomethylphosphonic acid (AMPA) for analysis by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) and high performance liquid chromatography with ultraviolet detector
(HPLC-UV). Moreover, the chromatographic conditions were optimized by HPLC-UV for the
analysis of these compounds. The GLY was selected for the study because it is a herbicide
widely used for pest control that, with its main secondary metabolite (AMPA) has potential
toxicological risk to human health and the environment. Due to the deleterious effects, some
analytical methods have been developed to monitor their residues on the environment.
Chromatographic methods have been used preferentially, however the molecules in study
have low volatility and absence of chromophoric groups being necessary to add derivatization
steps. In this work were evaluated two methodologies for derivatization of GLY and AMPA
molecules: pyridine and N-O(bistrimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) for analysis by
GC-MS and 9-fluorenylmethyl chloroformate (FMOC-CI) for analysis by HPLC-UV. The use
of pyridine:BSTFA in ratio 60:100, respectively, without ultrasonic vibration and adjustment
pH result in better analyses conditions by GC-MS. Already for analysis by HPLC-UV, borate
buffer 200 mmol L™, FMOC-CI 500 mg L™, homogenization for 5 minutes, analysis
immediately after reaction and washing with diethyl ether promoted satisfactory results.
Finally, the optimal conditions for analysis by HPLC-UV were studied and it was determined
that the mobile phase consisting of acetonitrile / phosphate buffer, wavelength 260 nm, ratio
gradient 25:75 v / v (0-2.5 minutes ), 65:35 v/ v (4.5-10 minutes), 25:75 v/ v (11-12 minutes)

showed better results.

Keywords: AMPA; Derivatization; Glyphosate.
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FIGURA 3.11 - Cromatograma da solucio mista de GLY e AMPA a1 mg L™
por CLAE-UV utilizando gradiente de fase movel.
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CAPITULO 1

ESTUDO DA REACAO DE DERIVATIZACAO DO GLYPHOSATE E DO
ACIDO AMINOMETILFOSFONICO (AMPA) COM
N-O-(BISTRIMETILSILIL)TRIFLUOROACETAMIDA

RESUMO

Buscou-se com este trabalho estudar a derivatizagdo do glyphosate e AMPA utilizando
N-O-(bistrimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) combinado com trimetilclorosilano
(TMCS), avaliando a composicdo do meio reacional, utilizacdo de ultrassom, volume de
BSTFA:Piridina e pH do meio reacional. A partir deste estudo inferiu-se que meio reacional
composto por piridina:BSTFA em proporcdo 60:100, respectivamente, sem vibracéo

ultrassonica e ajuste de pH fornecem condigdes 6timas de analises por CG-EM.

Palavras-chave: Glyphosate; CG-EM; Derivatizacéo.



STUDY OF THE REACTION DERIVATIZATION GLYPHOSATE AND
AMINOMETHYLPHOSPHONIC ACID (AMPA) WITH
N-O-(BISTRIMETHYLSILYL)TRIFLUOROACETAMIDE

ABSTRACT

This work aimed to study the derivatization of glyphosate and AMPA using N-O-
(bistrimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) combined with trimethylchlorosilane (TMCS),
evaluating the composition of the reaction medium, use of ultrasound, volume of
BSTFA:pyridine and pH of the reaction medium. From this study it was inferred that the
reaction medium composed of BSTFA:pyridine in ratio 60:100, respectively, without

ultrasonic vibration and pH adjustment provide optimal conditions for analysis by GC-MS.

Keywords: Glyphosate; GC-MS; Derivatization.



1.1. INTRODUCAO

O controle quimico de ervas daninha foi adotado na segunda metade do século XX
levando a um expressivo desenvolvimento na industria de herbicidas (SANCHES et al.,
2003). Dentre estas substancias, o glyphosate (N-fosfonometilglicina) tem sido amplamente
utilizado devido a seu excelente e efetivo desempenho no controle de pragas (LI et al., 2007).
Este composto apresenta-se como uma molécula polar, pds-emergente, ndo seletiva e de acdo
sisttmica (CHEN et al., 2013). Pode ser degradado por duas rotas catabdlicas (Figura 1.1),
produzindo o acido aminometilfosfonico (AMPA) como o principal metabdlito e a sarcosina
como intermedirio na rota alternativa (KRYUCHKOVA et al., 2013).

I I Acido aminometilfosfonico (AMPA)

HO—P NH
| > \/\OH
OH
O
Glyphosate \ H
NH
CHy >~ “OH
Sarcosina

Figura 1.1. Esquema de degradacdo do glyphosate com a producdo de &cido
aminometilfosfonico (AMPA) e sarcosina (KRYUCHKOVA et al.,
2013).

O glyphosate (GLY) tem sido mundialmente utilizado em diferentes culturas,
entretanto seu potencial risco toxicologico para a saide humana (GUO, CAIl & YANG, 2005)
e crescente contaminacdo ambiental (KHROLENKO & WIECZOREK, 2005) tém
demonstrado a necessidade de desenvolver metodologias simples, rapidas e sensiveis para
monitorar residuos de GLY e seus metabolitos no ambiente (GUO, CAI & YANG, 2005).
Alguns técnicas tém sido utilizadas, incluindo a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (KHROLENKO et al., 2005; QIAN et al., 2009), eletroforese capilar (CE) (CHIU et

al., 2008) e espectrofotometria na regido visivel.



Dentre as técnicas propostas, as cromatogréficas sdo frequentemente utilizados por
apresentarem alta seletividade e sensibilidade (HANKE, SINGER & HOLLENDER, 2008),
Entretanto, a auséncia de grupos cromoéforos ou fluoréforos (QIAN et al., 2009) e a baixa
volatilidade das moléculas de GLY e AMPA dificultam a determinacdo destes analitos
(DRUART et al., 2011), necessitando da utilizacdo de técnicas de derivatizacdo (pré ou pos-
coluna) (CHIU et al., 2008).

O procedimento de derivatizacdo consiste em modificar quimicamente um composto,
de modo a aumentar a sensibilidade e/ou torna-lo volatilizavel (SCHUMMER et al., 2009).
Nas analises por cromatografia gasosa, substancias contendo os grupos funcionais -OH e -
NH, como o GLY e o AMPA, podem formar ligacbes de hidrogénio entre si e/ou com
componentes da matriz, dificultado sua volatilizacdo (SCHUMMER et al., 2009). Dessa
forma, alguns reagentes podem ser utilizados para reduzir a polaridade do composto
substituindo hidrogénios labeis por grupos alifaticos (SCHUMMER et al., 2009). Dentre 0s
reagentes, N-metil-N-tert-butildimetilsililfluoracetamida (MTBSTFA) (MOTOJYUKU et al.,
2008), anidrido trifluoroacético (TFAA) e trifluoroetanol (TFE) (SOUZA et al., 2006) tém
sido empregados para a derivatizagdo do GLY.

O  N-O-(bistrimetilsililtrifluoroacetamida  (BSTFA) combinado com o
trimetilclorosilano (TMCS) € preferencialmente empregado para promover a trimetilsililacdo
de alcoois, aminas, acidos carboxilicos, dentre outros. Sendo uma alternativa para a analise de
compostos de baixa volatilidade por cromatografia gasosa, pois a combinagdo destes
compostos favorece a substituicdo dos grupos amina e fosfonato susceptiveis de serem
encontrados nas estruturas do GLY e AMPA. Ja4 que o TMCS atua como um catalisador,
aumentando a forca do doador silil (BSTFA) e garantindo maior eficiéncia para a reacéo.
Contudo, poucos relatos tém sido encontrados na literatura a respeito da derivatizacdo do
GLY e AMPA utilizando esta combinacdo de reagentes.

Com este estudo, buscou-se desenvolver e otimizar uma técnica de derivatizacdo a
partir da sililacdo do GLY e AMPA utilizando uma combinacdo de BSTFA e TMCS e

analises por cromatografia gasosa e deteccdo por espectrometria de massas (CG-EM).



1.2. MATERIAIS E METODOS
1.2.1. Reagentes

Solucbes padréo estoque de GLY (99,2 % m/m) e AMPA (99,0 % m/m) obtidos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) foram preparadas em agua deionizada com
concentracéo de 500 mg L™ e armazenadas a 4 °C. Solucdes de trabalho foram preparadas a
partir da solucéo estoque nas concentracdes de 15 e 50 mg L™ no mesmo solvente.

Como  solventes  utilizou-se  piridina (99,8 % viv) e N-O-
(bistrimetilsilil)trifluoracetamida (BSTFA) com 1 % TMCS, ambos obtidos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA). Hidroxido de sédio com grau de pureza superior a 97 % m/m
(Dindmica, Brasil) e &cido cloridrico (37 % v/v) adquirido da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

1.2.2. Instrumentacéo

Para as analises cromatograficas foi utilizado cromatografo a gas Agilent
Technologies (GC 7890A), acoplado a um espectrometro de massas (MS 5975). Utilizou-se
coluna capilar DB-5 MS (Agilent Technologies, fase estacionaria 5% fenil e 95%
metilpolissiloxano, 30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 pum espessura do filme). Hélio (99,9999 %) foi
utilizado como gas de arraste a uma taxa de 3,0 mL min™. O injetor foi mantido a 280 °C. O
sistema inicialmente a 100 °C, aumentou a temperatura com uma taxa de 8 °C min™* até 300
°C. O volume da amostra introduzido foi de 1 pL no modo de injecdo sem divisao de fluxo,
splitless, utilizando um injetor Combi PAL. O espectrémetro de massas foi operado com
ionizacdo por elétrons a 70 eV e um analisador de massas tipo quadrupolo, operado no modo
monitoramento de ions seletivos (MIS) (m/z 232, 312 e 340 para 0 GLY e m/z 102, 298 e
312 para 0 AMPA). A interface foi mantida a 300 °C e a fonte de ions a 280 °C.

1.2.3. Preparo da amostra

Os parametros otimizados da reacdo de derivatizacdo do GLY e AMPA sdo descritos a
seguir. Amostras de 10,6 pL da solugdo padrdo de GLY e de AMPA a 15 mg L*
respectivamente, foram transferidos para vial de derivatizacdo (0,3 mL) e submetidos a

aquecimento até secura (60 °C). Em seguida, adicionou-se 60 uL de piridina e, apds cinco



minutos, 100 pL do reagente derivatizante (BSTFA + TMCS 1 %). A mistura foi aquecida a

60 °C por 30 minutos, previamente a analise por CG-EM.
1.2.4. Parametros otimizados

Para otimizar a reacdo de derivatizacdo, os seguintes parametros foram avaliados:
composicdo do meio reacional, homogeneizacdo, volume de BSTFA:Piridina e pH do meio

reacional conforme observa-se na Tabela 1.1.

Tabela 1.1. Variaveis avaliadas na otimizacdo da reacdo de derivatizagdo

de GLY e AMPA.
Variaveis independentes Niveis
Composicao do meio reacional (v/v) Acetonitrila/BSTFA,;
Piridina/BSTFA.
Vibracdo ultrassonica (min.) Oe2.
Volume BSTFA: Piridina (uL) 20:200; 60:100.
pH do meio reacional lels.

O pH do meio reacional foi ajustado utilizando-se &cido cloridrico concentrado e
solucdes de hidroxido de sodio com pH 10 e 13 (0,1 e 1,0 mol L™ respectivamente). Os
valores de pH foram obtidos em peagadmetro micro processado da Quimis (Sdo Paulo, Brasil).
As melhores condicBes foram determinadas com base nos espectros de massa obtidos para 0s

compostos em estudo.

1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
1.3.1 Caracterizacao estrutural do GLY e AMPA derivatizados

Espectros de massas representativos com o0s principais ions propostos para GLY e
AMPA derivatizados podem ser observados na Figura 1.2. A identificacdo dos derivados
destes compostos foi realizada pela interpretacdo dos espectros de massas com relacdo a

respectiva massa molecular e ordem de eluicdo esperadas.
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Figura 1.2. Espectros de massa do GLY (A) e AMPA (B) derivatizados com BSTFA.

O espectro de massas para 0 GLY (Figura 1.2A) apds substituicdo pelos grupos TMS
((CH3)3Si) mostrou perfil de fragmentagdo contendo os principais fons m/z 73 [(CH3)sSi]",
147 [(CH3)3SiOSi(CHs)2]", 232 [(CH3)3SiOCOCH,N((CHs)3Si)CH,]", 298
[((CH3)3Si0),PO(CH3)sSi], 312  [(CH3)sSIOPOO((CH3)sSi)CH,NH(SI(CHs),]" e 340
[((CH3)3Si0),POCH,N((CH3)3Si)CH,]*. O pico em m/z 73 representa o fon formado pelo
grupo trimetilsilano. Os picos em m/z 147, 232, 298, 312 e 340 sdo produtos de clivagens e

rearranjos da estrutura do GLY apds a derivatizacdo e impacto de elétrons a 70 eV. Dentre 0s
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principais ions obtidos para o0 GLY, os picos em m/z 232, 312 e 340 foram selecionados para
0 monitoramento de ions seletivo (SIM) por apresentarem maior abundancia.

Para 0 AMPA derivatizado, verifica-se 0s seguintes fragmentos idnicos comuns em
m/z 73 [(CHs3)sSi]", 102 [(CH3)3SINHCH,]", 298 [((CHs3)3SiO),PO(CH3)sSi]*, 312
[(CH3)3SiOPOO((CH3)3Si)CH2NH(Si(CH3),]". Estes ions também foram propostos por Ngim
e colaboradores (2011) ao otimizar procedimento para caracterizar impurezas em AMPA
utilizando o analito em estado sélido e analises por CG-EM.

1.3.2. Desenvolvimento e otimizacéo do procedimento de sililacao

1.3.2.1. Composicao do meio reacional

Para favorecer a reacdo de derivatizacdo com BSTFA, foi adicionado base ao meio.
Neste estudo, utilizou-se acetonitrila e piridina, sendo o ultimo mais frequentemente
selecionado em reacGes de derivatizacdo para analises por CG (PESUTO et al., 2009; SILVA,
SILVA & DRUZIAN, 2010). Os cromatogramas obtidos ao se utilizar regente
basificante:BSTFA na proporcdo 20:200 uL podem ser observados na Figura 1.3.
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Figura 1.3. Parte do cromatograma da solucdo de GLY e
AMPA 1 mg L™ obtido ao empregar reagente
basificante:BSTFA na propor¢do 20:200 uL
(acetonitrila (A) e piridina (B)).

Nos cromatogramas obtidos ndo se observa sinal dos compostos em estudo. Contudo
este foi 0 primeiro parametro avaliado na otimizacdo do método possibilitando observar que a
utilizacdo de acetonitrila favoreceu na derivatizacdo de algumas impurezas presentes no meio
representadas principalmente pelos compostos entre 12 e 20 min. (Figura 1.3). Ja a utilizacdo
de piridina proporcionou um cromatograma com menor numero de interferentes. Estes

resultados diferem dos encontrados para anélises de aminoacidos em que a utilizagcdo de



acetonitrila favoreceu na derivatizagdo do analito (SHEN et al., 2006). Dessa forma, a

combinacéo piridina e BSTFA foi selecionada para os proximos experimentos.

1.3.2.2. Vibragéao ultrassonica

As ondas ultrassonicas criam, aumentam e implodem cavidades de vapor e gases em
um liquido, promovendo a ativagdo em reacfes quimicas (GARBELLINI, SALAZAR-
BANDA & AVACA, 2008). Este processo gera energia térmica suficiente para favorecer
clivagem homolitica dos compostos presentes (GARBELLINI, SALAZAR-BANDA &
AVACA, 2008). Para avaliar este parametro, utilizou-se banho ultrassonico e dois minutos

como tempo de vibracgdo ultrassdnica como se observa na Figura 1.4.
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3000000 -
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2000000 -
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1000000 -

500000 +

6 9 12 15 18 21 24
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Figura 1.4. Parte do cromatograma da solucdo de GLY e AMPA

1 mg L™ com e sem vibracéo ultrassonica.

Os cromatogramas obtidos demonstraram que as vibragfes ultrassdnicas néo
favoreceram na derivatizacdo dos analitos. Isso ocorre porque durante o processo de
cavitacdo, algumas espécies radicalares podem ser formadas (GARBELLINI, SALAZAR-
BANDA & AVACA, 2008) interferindo negativamente no processo de derivatizacao.

Contudo, este resultado diverge do encontrado para a derivatizacdo com BSTFA de acido
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carboxilico em que a homogeneizacdo com ultrassom favoreceu em 14 % na resposta
cromatografica (PRATA, EMIDIO & DOREA, 2012).

1.3.2.3. Volume BSTFA:Piridina

A relacgdo entre o volume do reagente basificante (Piridina) e do reagente derivatizante
(BSTFA) também foi avaliada e os resultados podem ser verificados na Figura 1.5.
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Figura 1.5. Parte do cromatograma da solucdo de AMPA (A) e GLY (B) 1
mg L™ usando diferentes volumes de reagente basificante
(Piridina) e reagente derivatizante (BSTFA) nas proporcdes
20:200 e 60:100 L.

Menores volumes de piridina (20 xL) ndo foram suficientes para basificar o meio e
favorecer a reacdo de derivatizacdo (Figura 1.5). Observa-se que a reacdo de derivatizacdo
apenas foi promovida ao se utilizar proporgéo piridina:BSTFA 60:100 L. Nestas condi¢des o
AMPA em 8.2 min. e 0 GLY eluiu em 13.4 min. Esta propor¢do também tem tido eficiéncia
para a derivatizacdo de extratos vegetais com piridina e BSTFA (RODRIGUES et al., 2010).
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1.3.2.4. pH do meio reacional

O GLY possui equilibrios quimicos secundarios tendo sua estrutura alterada de
diversas formas em determinado pH do meio (COUTINHO & MAZO, 2005). Neste trabalho,
utilizou-se pH 1,00 para garantir completa protonacdo da molécula e pH 13,0 promovendo
total desprotonagédo da mesma.

A utilizacdo de meio acido ndo favoreceu a derivatizagdo dos analitos e nenhum sinal
correspondente aos compostos foi observado nos cromatogramas obtidos. Ao utilizar meio
basico, ocorreu derivatizacdo do GLY, entretanto, o sinal obtido apresentou menor
intensidade e nesta condicéo a derivatizacdo do AMPA né&o foi favorecida (Figura 1.6). Dessa

forma, a etapa de ajuste do pH do meio reacional ndo foi inserida na metodologia otimizada.
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Figura 1.6. Parte do cromatograma da solucdo de AMPA (A)
e GLY (B) 1 mg L™ obtido ao empregar meio
béasico (pH 13) e sem ajuste de pH (pH 6).

1.4. Conclusodes

A otimizacdo da técnica de derivatizacdo do GLY e AMPA resultou em uma
metodologia simples e rapida para a analise destes compostos por CG-EM. Foi observado que

0 processo de derivatizagdo ocorreu mais favoravelmente ao se utilizar piridina:BSTFA nas
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proporcoes 60:100 uL, respectivamente, sem a necessidade de adicionar etapas para vibracéo

ultrassonica ou ajuste do pH do meio reacional.
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CAPITULO 2

ESTUDO ESPECTROFOTOMETRICO DA REACAO DE DERIVATIZACAO DO
GLYPHOSATE E AMPA COM CLOROFORMIATO DE 9-FLUORENILMETILA
(FMOC-CI)

RESUMO

Neste estudo buscou-se confirmar a reacdo de derivatizacdo utilizando cloroformiato
de 9-fluorenilmetila e otimiza-la por meio dos estudos da concentragdo do tampao borato (2,
20 e 200 mmol L™), concentracdo do cloroformiato de 9-fluorenilmetila, FMOC-CI (200 e
500 mg L™), tempo de homogeneizacdo (5, 10 e 30 minutos), tempo de reacdo (0, 4 e 8
horas), comprimento de onda (210 e 260 nm) e solvente de lavagem (éter dietilico e acetato de
etila). A reacdo de derivatizacdo foi promovida com sucesso e as condi¢cdes Otimas foram
utilizando tamp&o 200 mmol L™, homogeneizacdo por 5 minutos, FMOC-CI 500 mg L™,

analise imediatamente ap0s a reacéo e lavagem com éter dietilico.

Palavras-chave: FMOC-CI; Glyphosate; Derivatizagéo.
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STUDY SPECTROPHOTOMETRIC OF THE DERIVATIZATION REACTIVE OF
GLYPHOSATE AND AMPA WITH CHLOROFORMATE 9-FLUORENYLMETHYL
(FMOC-CI)

ABSTRACT

This study sought to confirm the derivatization reaction using 9-chloroformate
fluorenylmethyl and optimize it by studies of borate buffer concentration (2, 20 and 200
mmol L™) concentration of 9, FMOC-CI (200 and 500 mg L™) homogenization time (5, 10
and 30 minutes), reaction time (0, 4 and 8 hours), wavelengths (210 and 260 nm) and wash
solvent (diethyl ether and ethyl acetate). The derivatization reaction was was successfully
promoted, and the optimal conditions were buffer 200 mmol L™, homogenization for 5
minutes, FMOC-CI 500 mg L™, analysis immediately after reaction and washing with diethyl

ether.

Keywords: FMOC-CI; Glyphosate; Derivatization.
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2.1. INTRODUCAO

Herbicidas sdo substancias quimicas utilizadas nas préaticas agricolas para remover
plantas competidoras nos primeiros anos do desenvolvimento de determinada cultura (VEIGA
et al, 2001). O uso destes produtos tem aumentado ao longo dos anos devido ao intenso
desenvolvimento da agricultura, tornando-se necessario conhecer seu comportamento e
efeitos no ambiente (VEIGA et al, 2001). O glyphosate (N-fosfonometilglicina), GLY, é um
herbicida de amplo espectro, usado como principio ativo do Roundup® no controle de plantas
daninhas (PERUZZO, PORTA & RONCO, 2008). Este herbicida é ndo seletivo, sistémico e
p6s-emergente, representando 60 % do mercado mundial de herbicidas ndo seletivos (SOUZA
et al., 2006). Nos diversos tipos de plantio, é comumente pulverizado, podendo ser absorvido
pelas folhas da planta e cauliculos novos sendo transloucado para todas as partes da mesma
através da rota dos produtos da fotossintese (AMARANTE JUNIOR et al., 2002). Em sua via
de degradacéo, ocorre a clivagem das moléculas gerando seu principal metabdlito secundario,
0 &cido aminometilfosfonico (AMPA) (BERNAL et al., 2012).

O GLY e 0 AMPA tém sido citados como pouco toxicos para mamiferos (JAN et al.,
2009). Entretanto, seus residuos altamente soliveis ficam retidos no solo podendo ser
transportados para aguas superficiais, subterraneas e serem bioacumulados em animais (GUO,
CAIl & YANG, 2005). Com o intuito de monitorar a aplicacdo deste herbicida, alguns 6rgéos
reguladores estabeleceram limites maximos desses residuos no meio ambiente (AMARANTE
JUNIOR et al., 2002). Dessa forma, métodos analiticos, como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), estdo sendo desenvolvidos a fim de quantifica-los em amostras ambientais
(DRUART et al., 2011).

Nos sistemas de detec¢do convencionais, como detector por UV-Visivel, é necessario
que a molécula apresente caracteristicas detectaveis, como a presenca de grupos croméforos
(QIAN et al., 2009). Entretanto, as moléculas de GLY e AMPA apresentam-se com baixa
volatilidade e auséncia de grupos croméforos (CHEN et al., 2013), dificultando sua detec¢édo
por cromatografia gasosa (CG) e analises espectrofotométricas no ultravioleta (UV)
(KHROLENKO & WIECZOREK, 2005). Dessa forma, faz-se necessario realizar uma reacéao
de derivatizacdo para tornar esses compostos sensiveis as analises.

A derivatizacdo é um processo quimico que gera novos produtos com melhores
propriedades cromatograficas (SHUMMER et al., 2009). A derivatizacdo do GLY e AMPA

pode ser evidenciada tanto para analises por CG, UV-Vis ou outros métodos. A analise por
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cromatografia liquida (CL) é preferivel devido ao carater ibnico do composto em estudo
(QIAN et al., 2009). Além disso, andlises por CG demandam de grande tempo e maior
manipulacdo da amostra (IBANEZ et al., 2005). A derivatizacdo empregada para CL pode ser
pré-coluna ou poés-coluna (PATSIAS, PAPADOPOULOU & PAPADOPOULOU-
MOURKIDOU, 2001). O método pré-coluna mais empregado é a reagdo com 0 agente
derivatizante cloroformiato de 9-fluorenilmetila (FMOC-CI) (AULING et al., 2009), cujos
produtos formados podem ser observados na Figura 2.1.
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GLY FMOC-CI GLY-FMOC
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P=0 ‘ H,C
OH | ‘o
OH /p\fo
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AMPA EMOC-CI AMPA-FMOC

Figura 2.1. Reacdo de derivatizacdo do GLY e AMPA utilizando FMOC-CI, evidenciando
0s compostos formados para deteccdo, apds emprego do método pré-coluna
(BERNAL et al., 2012).

No processo, ocorre substituicdo do atomo de hidrogénio do grupo amina presente nas
moléculas do GLY e AMPA por anéis aromaticos contendo duplas alternadas (BERNAL et
al., 2012). Dessa forma, com este estudo, buscou-se otimizar uma técnica rapida, facil e
eficiente para derivatizacdo de GLY e AMPA utilizando FMOC-CI e analises por

espectrofotometria UV-Vis.

2.2. MATERIAIS E METODOS
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2.2.1 Reagentes

Solugbes padréo estoque de GLY (99,2 % m/m) e AMPA (99,0 % m/m) obtidos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) foram preparadas em &agua deionizada com
concentracdo de 500 mg L™ e armazenadas a 4 °C. Solucdes de trabalho individuais foram
preparadas a partir da solucéo estoque na concentracdo de 50 mg L™ no mesmo solvente.

Como solventes utilizou-se acetonitrila grau HPLC obtida da Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil). Como agente derivatizante utilizou-se cloroformiato de 9-fluorenilmetil (FMOC-CI)
(97% m/m) obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Borato de sddio (99% m/m)

obtido de QM (S&o Paulo, Brasil) também foi utilizado.

2.2.2. Instrumentacgao

O espectro de absorcdo das amostras foi obtido por analises em espectrofotdmetro
UV-Visivel Cary 60 (Agilent, Australia) com leituras na regidao de 190 a 340 nm.

2.2.3. Reacao de derivatizacéo

Para garantir que a metodologia de derivatizacdo proposta gere informacoes
confiaveis, fez-se necessario confirmar se durante o0 processo esta ocorrendo a derivatizacéo
dos compostos em estudo. Os seguintes experimentos foram realizados conforme a
metodologia que segue: o meio reacional foi transferido para baldo de fundo redondo (25 mL)
e homogeneizados no vértex por 30 minutos. O extrato obtido foi lavado com 7,50 mL de éter
dietilico (duas vezes) e 750 uL do derivatizado foi diluido em 2,25 mL do tampéo borato e

analisados por espectrometro UV-Vis logo em seguida.

1) Absorcdo do FMOC-CI: solugdo de FMOC-CL a 50 mg L™ preparada em acetonitrila foi
analisada no ultravioleta.

2) Absorcdo do FMOC-CI em meio reacional sem GLY: preparou-se derivatizacdo do meio
reacional composto por 3,750 mL de &gua deionizada, 1,875 mL de tampéo borato e 3,750
mL de FMOC-CI 500 mg L™ em acetonitrila.
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3) Absorcéo do GLY em meio reacional sem FMOC-CI: preparou-se derivatizagdo do meio
reacional composto por 3,750 mL de GLY 500 mg L™ em &gua deionizada, 1,875 mL de
tampao borato e 3,750 mL de acetonitrila.

4) Absorcéo do GLY em meio reacional com FMOC-CI: preparou-se derivatizacdo do meio
reacional composto por 3,750 mL de GLY 500 mg L™ em agua deionizada, 1,875 mL de
tampéo borato e 3,750 mL de FMOC-CI 500 mg L™ em acetonitrila.

2.2.4. Variaveis avaliadas para a reacdo de derivatizacao

As variaveis avaliadas para a derivatizacao sdo apresentadas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Parametros avaliados na otimizagdo univariada da derivatizacao

de GLY e AMPA.
Variaveis Niveis
Concentracdo do tamp&o (mmol L™) 2,20¢e 200
Concentracdo de FMOC-CI (mg L™) 200 e 500
Tempo de homogeneizagdo (min.) 5,10e 30
Tempo de reacdo (h apos reacao) 0,4e8
Comprimento de onda (nm) 210 e 260
Solvente de lavagem Eter dietilico e acetato de etila

Em baldo de fundo redondo de 25 mL, 3,750 mL solucio padrdo de GLY 500 mg L™,
1,875 mL de tampdo borato de sodio e 3,750 mL de solucdo de FMOC-CI em acetonitrila
foram adicionados nesta ordem e submetidos a homogeneizacdo em vortex. Para remover o
excesso do agente derivatizante (FMOC-CI) foram realizadas duas lavagens sucessivas
utilizando solvente orgénico. Apds esta etapa, 750 L da amostra obtida foi diluida em 2,250
mL do tampdo borato de sddio e analisada por espectrofotometro UV-Visivel. As melhores
condicdes foram determinadas de acordo as absorbancias encontradas nos espectros do UV-
Vis.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma eficiente reacdo de derivatizacdo do GLY e AMPA ¢ necesséria devido as
caracteristicas moleculares destes compostos que diminuem sua sensibilidade a técnicas
analiticas como cromatografia gasosa e analises por UV-Vis (QIAN et al., 2009). A reacao de
derivatizacdo utilizando FMOC-CI é uma alternativa devido a elevada sensibilidade deste
composto a regido do ultravioleta. Durante o estudo, a eficiéncia da derivatizacdo foi
comprovada e parametros para aumentar a sensibilidade foram avaliados conforme resultados

a sequir.

2.3.1. Espectro no UV-visivel do GLY-FMOC

Para confirmar o sucesso da reacdo de derivatizacdo, alguns procedimentos foram

realizados e os resultados obtidos podem ser observados na Figura 2.2.
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Figura 2.2. Espectros de absorcéo no ultravioleta do A) FMOC-
Cl 50 mg L™ em acetonitrila; B) FMOC-CI em
meio reacional; C) GLY em meio reacional; D)
GLY em meio reacional contendo FMOC-CI.

Ao avaliar os resultados obtidos, verifica-se que o FMOC-CI em solvente puro
apresenta acentuada absor¢do no UV-Vis (Figura 2.2A). Observa-se que a solucdo de 50 mg
L™ originou em um espectro contendo duas regiées de maior absorbancia (210 e 260 nm).
Com o estudo da absorgédo do FMOC-CI em meio reacional sem os analitos (GLY e AMPA)
observou-se mesmo perfil de sinais para o FMOC-CI em solvente puro, entretanto sua
absorbancia maxima (em 210 nm) ficou em torno de 0,1 (Figura 2.2B). A diminuicdo
significativa na absorbancia do FMOC-CI ocorreu devido a lavagem com solvente organico
(éter dietilico) que promoveu a remocdo do excesso deste composto. Neste caso,
provavelmente todo o FMOC-CI adicionado foi removido durante o processo.

A molécula de GLY possui ligacdes C=0 e P=0 que ocasionam em pequena absor¢do
no ultravioleta. Dessa forma, observou-se absorcéo de ~0,1 ao se analisar a absor¢éo de GLY
em meio reacional (Figura 2.2C). Estes resultados indicam que 0s outros componentes do
meio reacional ndo influenciam na absorcao deste e confirmam a necessidade de derivatizacéo
da molécula de GLYphosate para aumentar a sensibilidade a técnicas analiticas como o UV-
Vis.

Ja para a analise do GLY em meio reacional contendo FMOC-CI observa-se um
espectro com mesmo perfil de absorcdo obtido para o FMOC-CI em solvente puro (Figura
2.2D). Esta analise confirma que o FMOC-CI reage com as moléculas de GLY, gerando um
composto com menor carater hidrofobico. Dessa forma, durante a lavagem com solvente
organico apenas o excesso de FMOC-CI (aquele que ndo reagiu com moléculas de GLY) €
retirado na lavagem e o composto FMOC-GLY mantem-se no meio gerando o perfil de

absorcdo caracteristico do FMOC-CI.
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2.3.2. Otimizacao da derivatizacao
2.3.2.1. Efeito da concentracéo da solucéo de tampé&o borato

Para

verificar se a concentragdo de tampdo borato no meio reacional interfere

diretamente na reacdo de derivatizagdo, trés concentracdes de tampdo borato (2, 20 e 200

mmol L™) foram avaliadas e os resultados obtidos podem ser observados na Figura 2.3.
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Figura 2.3. Espectros no ultravioleta da solucdo de GLY 10 mg L™ derivatizada com

FMOC-CI em diferentes concentracGes de tampdo borato de sodio. A
figura inserida mostra a absorcdo em 210 e 260 nm. As analises
espectrofotométricas realizadas no modo SCAN demonstraram que ha

maior absor¢do dos compostos em 210 e 260 nm.

Observa-se que em menores concentracdes (2 mmol L™) a reagdo de derivatizacdo ndo

foi provida (Figura 2.3). Contudo, a resposta do instrumento foi elevada com o aumento da

concentracdo do tampdo borato. Concentragdo de 20 mmol L™ apresentou absor¢do maxima

(260 nm) de ~0,5, enquanto que a 200 mmol L™ ~3 foi obtido como absorbancia. Verifica-se
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que o aumento da concentracdo de tamp&o no meio promove a reatividade da funcdo amina e
estabiliza a solubilidade do reagente derivatizante em acetonitrila (GHANEN et al, 2007)
favorecendo o processo de derivatizacdo. Dessa forma solucéo de borato de sédio a 200 mmol

L™ foi selecionada para testes posteriores.
2.3.2.2. Efeito da concentragéo da solu¢éo de FMOC-CI

A proporcao estequiométrica 6tima entre o analito e o reagente derivatizante garante
efetiva formacdo do produto derivatizado (NEDELKOSKA & LOW, 2004). Estudos
anteriores indicaram que a propor¢do 1:1 ndo foi efetiva para a reagdo (NEDELKOSKA &
LOW, 2004). Dessa forma, neste estudo foi utilizado FMOC-CI a 200 e 500 mg L™
representando as propor¢des de 1:2 e 1:5 para o analito e 0 FMOC-CI, respectivamente.

O comportamento espectral das proporcdes utilizadas pode ser observado na Figura
2.4, que apresenta tambem uma figura mostrando a queda da absor¢do com o aumento do

comprimento de onda nas proporgdes 1:2 e 1:5 de GLY:FMOC-CI.
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Figura 2.4. Espectros no ultravioleta da solugdo GLY a 10 mg L™ derivatizada
com FMOC-CI em diferentes concentracdes. A figura inserida

mostra a absor¢do em 209, 210 e 260 nm.
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Pelos resultados obtidos verificou-se que maior proporcdo de agente derivatizante
(1:5) aumentou a absor¢do maxima (210 nm) em 40 % (Figura 2.4). Em altas concentracées, 0
excesso do agente derivatizante adicionado, que se converte em FMOC-OH, ndo interfere
intensivamente nas analises, pois 0 excesso € removido do sistema utilizando extragdo com
solventes orgéanicos (NEDELKOSKA & LOW, 2004). J& para menores concentracGes do
reagente derivatizante a detecgdo dos analitos torna-se mais fragil (BERNAL et al., 2012)
(Figura 2.4) uma vez que a menor concentracdo de moléculas diminui a probabilidade de
ocorrer a reacdo. Sendo assim, a concentracdo de 500 mg L™ mostrou-se mais eficiente neste

trabalho.
2.3.2.3. Efeito do tempo de homogeneizacao

A homogeneizagdo proporciona maior interagdo do analito com o reagente
derivatizante. Entretanto, elevados tempos podem tornar o procedimento demorado. Neste
estudo, os tempos de 5, 10 e 30 minutos foram estudados conforme se observa na Figura
2.5A.
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Figura 2.5. Espectros no ultravioleta da solucdo GLY a 10 mg L™ derivatizada
com FMOC-CI em diferentes tempos de homogeneizacdo (A) e

diferentes tempos de reacédo (B).
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Maiores tempos de homogeneizacdo ndo proporcionaram aumento significativo do
produto derivatizado, GLY-FMOC (Figura 2.5A). Absor¢cdo méxima (0,7) foi obtida para o
produto derivatizado com homogeneizagdo por cinco minutos (Figura 2.5A). Dessa forma,

cinco minutos foram selecionados por garantir uma metodologia eficiente e rapida.

2.3.2.4. Efeito do tempo de reacao

O tempo de reacdo € definitivo para garantir a derivatizagdo pois neste periodo de
tempo ocorre a substituicdo do cloro presente na estrutura do FMOC-CI pela molécula do
GLYphosate. Entretanto, estudos da literatura indicam tempos de 4 a 24 h, ndo havendo
padronizacdo (LI et al., 2007; PERUZZO et al., 2008). Dessa forma, os tempos de 0, 4 e 8
horas foram avaliados e os resultados encontram-se na Figura 2.5B.

A analise espectrofotométrica imediatamente apds a reacdo (0 min.), quatro e oito
horas ap0s 0 processo demonstrou que ndo ocorreu variacdo nas absorbancias obtidas em
funcdo dos diferentes tempos (Figura 2.5B). Portanto, conclui-se que a reacdo € cessada
imediatamente ap0s a homogeneizacdo e, dessa forma, andlises imediatamente apds o

procedimento foram realizadas.
2.3.2.5. Efeito do solvente de lavagem
Para diminuir o excesso de FMOC-CI na amostra foram feitas duas lavagens

sucessivas com solvente organico, sendo utilizados o éter dietilico e o acetato de etila. A

Figura 2.6 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 2.6. Espectros no ultravioleta da solugdo de GLY a 10 mg L™
derivatizado com FMOC-CI e submetido a diferentes

solventes de lavagem.

Pela Figura 2.6, analises no UV-visivel indicaram que ao se utilizar éter dietilico o
espectro apresenta duas regides de maior absorbancia (210 e 260 nm), ja o acetato de etila
origina em um espectro com apenas um sinal de maior absorbancia (260). Os sinais em
mesmo comprimento de onda apresentaram diferencas na absorcdo (Figura 2.6). Observa-se
que o composto resultante apos a lavagem com éter apresentou maior absor¢do sendo este

selecionado como solvente para lavagem, neste estudo.

2.4, CONCLUSOES

Neste trabalho, a técnica de derivatizacdo foi otimizada com sucesso para analises de
GLY e AMPA por espectrometria no ultravioleta. As condicdes Otimas foram
homogeneizagdo em vortex (5 min.) utilizando tamp&o borato a 200 mmol L™ e FMOC-Cl a
500 mg L™. A reacdo foi cessada imediatamente ap6s a lavagem com éter dietilico e o
comprimento de onda ideal para as analises é de 260 nm.

A confirmacdo da derivatizacdo apresentou resultados satisfatorios e mostrou que a
reacdo foi de fato promovida.

A otimizacdo da derivatizacdo utilizando FMOC-CI resultou em um método simples,

eficaz e mais rdpido. As condicbes foram otimizadas e confirmadas pelo espectrofotémetro no

UV-Visivel.
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CAPITULO 3

OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS POR CLAE-UV PARA
ANALISES DE GLYPHOSATE E AMPA

RESUMO

Neste trabalho determinou-se as melhores condi¢Ges cromatograficas para analisar o
GLY e AMPA por CLAE-UV, estudou-se a composi¢cdo da fase movel (acetonitrila/agua e
acetonitrila/tampédo fosfato), comprimento de onda (210 e 260 nm) e modo de eluicdo
(isocrético, gradiente de fluxo e gradiente de proporcao), sendo que estes paramétros foram
avaliados a partir de solucdes de GLY e AMPA 05, 1, 5 e 10 mg L™ A fase movel
acetonitrila/tampéo fosfato, comprimento de onda 260 nm, gradiente com proporcdo de 25:75
v/v (0-2,5 minutos), 65:35 v/v (4,5-10 minutos) e 25:75 v/v (11-12 minutos) apresentaram

melhores resultados, resultando em uma metodologia mais viavel e de alta sensibilidade.

Palavras-chave: CLAE-UV; Glyphosate; Condi¢cdes cromatograficas;
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OPTIMIZATION OF CROMATOGRAPHIC CONDITIONS BY HPLC-UV FOR
ANALYSES OF GLYPHOSATE AND AMPA

ABSTRACT

In this study aimed the best conditions for chromatographic analysis of GLY and
AMPA by HPLC-UV, studied the composition of the mobile phase (acetonitrile / water and
acetonitrile / phosphate buffer), wavelength (210 nm and 260) and elution mode (isocratic,
gradient and flow gradient ratio), since these parameters were evaluated from solutions of
GLY and AMPA 0.5, 1, 5 and 10 mg L™. The mobile phase acetonitrile / phosphate buffer,
wavelength 260 nm, ratio gradient 25:75 v / v (0-2.5 minutes), 65:35 v / v (4.5-10 minutes)
and 25: 75 v/ v (11-12 minutes) showed better results, resulted in a method more feasible and
high sensitivity.

Keywords: HPLC-UV; Glyphosate; Cromatography condition.
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3.1. INTRODUCAO

O glyphosate (GLY) € classificado como um herbicida pds-emergente, sistémico e
mais utilizado em todo o mundo devido a elevada eficiéncia na remocdo de ervas daninhas
(NEDELKOSKA & LOW, 2004), sendo o acido aminometilfosfénico (AMPA) citado como
seu principal produto de degradacéo (LI et al., 2007). Apesar de ser considerado como pouco
toxico para os que o manipulam (JAN et al., 2009), ha estudos que indicam efeitos deletérios
do GLY em seres humanos devido a contaminacdo ambiental (GUO, CAl & YANG, 2005).
Além disso, em sua formulacdo pode haver componentes tdxicos, como aditivos ou
subprodutos do método de sintese (KIM et al., 2007). Dessa forma, surge a necessidade de
controlar a aplicagdo deste composto no meio ambiente através do monitoramento de residuos
(IBANEZ et al., 2005).

Dentre as metodologias utilizadas na anélise de residuos destacam-se os métodos
cromatograficos por sua seletividade e sensibilidade (HANKE, SINGER & HOLLENDER,
2008). A cromatografia liquida tem sido mais preferencialmente utilizada devido a capacidade
de ionizacdo do GLY e AMPA (NEDELKOSKA & LOW, 2004; QIAN et al., 2009), alta
polaridade (AMARANTE JUNIOR et al., 2002) e baixa volatilidade (IBANEZ et al., 2005).
Entretanto, para analises por cromatografia liquida utilizando os detectores convencionais,
como UV-visivel e fluorescéncia, é necessario derivatizar as moléculas devido a auséncia de
grupos cromaforos e/ou fluoroforos (QIAN et al., 2009).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa (FR) tem tido
intenso desenvolvimento nas Ultimas décadas, principalmente devido a sua elevada
aplicabilidade (MALDANER, COLLINS & JARDIM, 2010). As fases estacionarias
empregadas neste sistema sdo compostas por camada apolar, como o octil (C8) e o octadecil
(C18) que séo consideradas fases estacionarias (FE) classicas (MALDANER, COLLINS &
JARDIM, 2010). Estas FE apresentam as vantagens de permitirem a utilizacdo de solventes
menos toxicos e de menor custo para a fase movel (FM); rapido equilibrio da coluna apos
mudanca de FM; facilidade para empregar eluicdo por gradiente; analises rapidas e boa
reprodutibilidade nos tempos de retencdo (TONHI et al., 2002).

A utilizacdo do CLAE com detector de fluorescéncia tem sido escolhida devido a
rapidez, utilizacdo de colunas de alta resolucéo e a sensibilidade do detector (AFSAH-HEJRI,
JINAP & MIRHOSSEINI, 2013). Entretanto, sua utilizacdo é limitada, pois 0s solventes mais

comumente utilizados como fase movel apresentam absorcdo nesta regido, interferindo na
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analise (LANCAS, 2009). Dessa forma, a espectroscopia eletronica (UV-vis) que se baseia
em transi¢Oes intra-atdbmicas ou moleculares levando a absorcdo da radiagdo na regido do
ultravioleta (TREVISAN & POPPI, 2006) tem sido utilizada para analises de diversas
substancias devido ao relativo baixo custo, robustez (OLIVEIRA et al., 2001) e grande
aplicabilidade (LANCAS, 2009).

Com este estudo, objetivou-se determinar a condicdo cromatogréfica 6tima para
analises de GLY e AMPA por cromatografia liquida de alta eficiéncia e deteccdo por UV-vis
através de uma técnica mais vidvel que as comumente utilizadas para a analise destes

compostos, entretanto com elevada sensibilidade.

3.2. MATERIAIS E METODOS
3.2.1. Reagentes

Solucbes padréo estoque de GLY (99,2 % m/m) e AMPA (99,0 m/m %) obtidos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) foram preparadas em &gua deionizada com
concentracdo de 500 mg L™ e armazenadas a 4 °C. Solucdo individual de trabalho foi
preparada a partir da soluc&o estoque na concentracéo de 50 mg L™ no mesmo solvente.

Como solventes utilizou-se acetonitrila grau HPLC obtida da Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil). Cloroformiato de 9-fluorenilmetila (99,8 % v/v) e fosfato de sodio monobasico (99 %
m/m) obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), borato de sédio com grau de pureza
superior a 99 % (m/m) obtido da QM (Rio de Janeiro, Brasil) e hidréxido de sddio 97 %

(m/m) da Dindmica (S&o Paulo, Brasil) também foram utilizados.
3.2.2. Instrumentacéo

Para as analises cromatogréaficas foi utilizado um cromatdgrafo a liquido de alta
eficiéncia, Varian ProStar (325 LC), acoplado a detector UV-Vis e injetor com alca de

amostragem de 20 pL. Utilizou-se coluna analitica de fase reversa (Varian, fase reversa C18,

15 cm x 4,60 mm d.i. X 5um). A temperatura foi mantida a 25 °C.
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3.2.3. Derivatizagao do GLY e AMPA com FMOC-CI

Para o processo de otimizacdo das condigdes cromatograficas foram utilizadas
soluces padrdes de GLY e AMPA derivatizadas com FMOC-Cl a 10, 5, 1 e 0,5 mg L™
Para o processo de derivatizacdo, determinados volumes dos padrdes de GLY e AMPA
(Tabela 3.1), foram transferidos para baldo de fundo redondo (25 mL) de modo a obter 3,750
mL. Adicionou-se 1,875 mL de tampéo borato de sédio 200 mmol L™ e 3,750 mL de solugéo
de FMOC-CI 500 mg L™ preparada em acetonitrila. A mistura foi homogeneizada em vortex
(30 minutos) e submetida a lavagem com 7,500 mL de éter dietilico para remover 0 excesso
do reagente derivatizante. Da amostra obtida, 750 xL foram diluidos em 2,250 mL de tampé&o
borato (200 mmol L™) e submetidos a anélise por CLAE-UV.

Tabela 3.1. Volumes de GLY, AMPA e agua deionizada utilizados para obter amostras

de produto derivatizado nas concentracées de 0,5, 1, 5e 10 mg L™.

Volumes em mL

0,5mg L™ 1mgL™ 5mg L™* 10mg L™
GLY 50 mg L™ 0,09375 0,1875 0,9375 1,875
AMPA 50 mg L™ 0,09375 0,1875 0,9375 1,875
Agua deionizada 3,5625 3,375 1,875 0,000
Total 3,750 3,750 3,750 3,750

Este mesmo procedimento foi realizado para preparar a derivatizacdo de solucGes

individuais destes compostos.

3.2.4. Delineamento experimental

Alguns fatores avaliados foram: composi¢cdo da fase mdvel, comprimento de onda e

modo de eluicdo foram otimizadas conforme Tabela 3.2.

39



Tabela 3.2. Variaveis avaliadas para otimizacdo das anélises de GLY e AMPA por
CLAE-UV.

Variaveis Niveis

Composicio da fase movel (v/v)  Acetonitrila/Agua;

Acetonitrila/Tampédo Fosfato.

Comprimento de onda (nm) 210 e 260.
Modo de eluigéo (v/v) Acetonitrila/Tampéo Fosfato:
Isocratico (65:35);
(55:45);
(35:65);
Gradiente (Fluxo) Acetonitrila/Tampdo Fosfato (30:70):

0,5 mL min™ (0-5 min.), 1,0 mL min™ (6-15 min.)

e 0,5 mL min™ (16-20 min.);

Gradiente (Proporc¢ao) Acetonitrila/Tampao Fosfato (Fluxo: 1 mL min™):
25:75 (0-2,5 min.), 65:35 (4,5-10 min.), 25:75 (11-

12 min.);

Os parametros propostos foram avaliados a partir de analises das solucBes de GLY e
AMPA derivatizados nas concentracdes de 0,5, 1, 5, e 10 mg L™ Para avaliacido da
composicdo da fase modvel, todos os solventes utilizados foram filtrados em membrana de
nylon 0,22 um. Tampéo fosfato foi utilizado a 50 mmol L™ e seu pH foi ajustado com
hidroxido de sodio para 5,5 e medido em pH metro micro processado da Quimis (Sdo Paulo,
Brasil). A avaliacdo da eficiéncia da condicdo cromatografica foi determinada em funcéo da
intensidade e area dos sinais obtidos nos cromatogramas.

A escolha das proporcdes utilizadas no modo isocratico foram pré definidas com base
em trabalhos realizados para analise de GLY por cromatografia liquida (PERUZZO, PORTA
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& RONCO, 2008; VEIGA et al., 2001). O planejamento das propor¢Oes utilizadas para o
modo gradiente foi realizado com base nos resultados obtidos no modo isocratico associado a
estudos da literatura (LLASERA et al, 2005; QIAN et al., 2009)

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A otimizacdo das condi¢des operacionais do aparelho é essencial para o
desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica e, dessa forma, parametros
indispensaveis para uma analise por CLAE como comprimento de onda, composicdo e forma

de eluicdo da fase movel foram otimizados.

3.3.1. Composicéo da fase movel

A composigdo da fase movel interfere diretamente no tempo de retencdo e na
seletividade em CLAE-FR (AGRAFIOTOU et al., 2011). Pois, compostos com equilibrios
quimicos podem existir de diversas formas em determinado meio aquoso (AFSAH-HEJRI,
JINAP & MIRHOSSEINI, 2013). De acordo com sua composic¢do, o analito modifica seu
estado de ionizacdo (AGRAFIOTOU et al., 2011). A estrutura do GLY é afetada pelo pH do
meio, pois este composto apresenta os seguintes equilibrios de ionizacdo, conforme mostrados

na Figura 3.1.
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Figura 3.1. Equilibrios e constantes de dissociacdo do GLY para os diferentes valores
de pKa (AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

A adicdo de tampdo na fase movel tem sido utilizada para aumentar a sensibilidade,
garantir que o composto estara em apenas uma formula e obter maximizacdo da deteccéo,
sendo aconselhavel utilizar valores de pH = pKa+1 (COLLINS, BRAGA & BONATO, 2006).

A utilizacdo de tampdes, além de controlar o pH do meio aumenta a forca ibnica da
fase movel (AFSAH-HEJRI, JINAP & MIRHOSSEINI, 2013). Pois a presenca de eletrolitos
no meio altera a retencdo dos analitos, interferindo em sua constante de ionizacdo (AFSAH-
HEJRI, JINAP & MIRHOSSEINI, 2013). Moléculas na forma ionizada apresentam maior
afinidade pela fase movel, ficando menos retidas na fase reversa e, consequentemente,

ocorrendo maior detectibilidade para o analito.
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Dessa forma, fases moveis compostas por acetonitrila/agua e acetonitrila/tampéo
fosfato foram utilizadas a 15:85 v/v (acetonitrila/meio aquoso) analisando-se solucdo padréo
de GLYphosate 1 mg L™ derivatizada com FMOC-CI. Os cromatogramas obtidos encontram-
se na Figura 3.2.

— Acetonitrila/Tampéo fosfato =
ACN: AGUA \\
\ 2 ~—
EJ
2800 é
E 1600 5::
g 051 15 2 25 3 35 + 45 & 55 6 65 1
=
E o0 Tempoimiruls)
<
0 rd
0 05 1 1V2 2,5 3 35 4 45 5 545 6 65 7
“NT- D X Tempo {minutos)
ACN: TAMPAO

Figura 3.2. Cromatogramas da solucdo de GLY 10 mg L™ obtidos ao utilizar fase
movel composta por acetonitrila:dgua e acetonitrila:tampédo fosfato e
analises por CLAE-UV.

Nas condi¢bes cromatogréaficas utilizadas ndo foi observado sinal do analito em
estudo, pois as condicdes utilizadas ndo favoreceram na eluicdo de/ou deteccdo deste.
Entretanto, verificou-se que a fase movel composta por 85 % de dgua favoreceu a absorcéao de
compostos do meio reacional, como residuos do tamp&o borato, com sinal cromatografico em
1,8 min. (Figura 3.2). J& a fase mdvel composta por 85 % de tampdo, apresentou um
cromatograma com interferentes de menor absorc¢do (<7 mAU). Portanto, foi selecionada para
testes adicionais por promover cromatograma com menor influencia de interferentes do meio

reacional.
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3.3.2. Comprimento de onda

A selecdo do comprimento de onda de maxima absorbancia para 0s compostos em
estudo permite elevar a sensibilidade do detector e a eliminagdo de picos de interferentes
(COLLINS, BRAGA & BONATO, 2006). Dessa forma, foram realizadas andlises em
espectrofotometro na faixa de 190 a 340 nm e os resultados obtidos encontram-se na Figura
3.3.

35 A 35 - B

3 A 3
s 257 o 25
g g
& 21 S 2
2 2
g 15 1 §15

1 <

05 05 -
0+ . . . 0 ; ; ‘
190 240 290 340 190 240 290 340

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 3.3. Espectros no ultravioleta da solucio de GLY 10 mg L™ (A) e AMPA 10 mg
L™ (B) obtidas por derivatizacdo com FMOC-CI.

Verificaram-se duas regides de maior absorbancia (210 e 260 nm) para os analitos
em estudo. Para determinar qual o comprimento de onda ideal para as andlises, foram
realizadas injecbes no CLAE-UV dos constituintes do meio reacional isoladamente. Foi
avaliado o comportamento do tampéo borato de s6dio e do FMOC-CI. O tampéo borato foi
submetido a analise em fase mdvel contendo acetonitrila/agua (15:85 v/v) com fluxo de 1

mL min™ e os resultados obtidos encontram-se na Figura 3.4.
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Figura 3.4. Cromatogramas da solucéo de tamp&o borato 200 mmol L™ obtidos ao
utilizar 210 e 260 nm e analises por CLAE-UV.

A intensa absorcdo (2800 mAU) de altas concentracdes de tampéo borato (200 mmol
L") no ultravioleta a 260 nm pode estar relacionada a presenca de elétrons ndo
compartilhados ou ndo ligados em sua estrutura (LANCAS, 2009). Entretanto, em baixas
concentracdes (2 e 20 mmol L) este efeito ndo foi observado, pois verifica-se apenas o sinal

referente a acetonitrila em 2,3 minutos conforme cromatograma presente na Figura 3.5.

TAMPAO BORATO

(=]
=

200 mmol L-!

L% ]
]

2 mmol L1

=

Absorbancia (rAU)
o

20 mmol L1

—
[y

=

05 1 156 2 256 3 35 4 45 6 65 6 65 7

Tempo (minutos)

Figura 3.5. Cromatogramas das solucdes de tampéo borato 2, 20 e 200 mmol L™

obtidos ao utilizar 260 nm e analises por CLAE-UV.

Para as analise do FMOC-CI utilizou-se como fase moével 100 % de acetonitrila e

fluxo de 1 mL min™. Os cromatogramas obtidos encontram-se na Figura 3.6.
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Figura 3.6. Cromatogramas da solugio de FMOC-CI 50 mg L™ obtidos ao utilizar
210 e 260 nm para analises por CLAE-UV.

O FMOC-CI apresenta em sua estrutura insaturacoes alternadas responsaveis por sua
absorcdo no UV-vis. Este grupo croméforo tende a apresentar maxima absor¢do em 260 nm.
Entretanto, este perfil ndo foi observado neste estudo (Figura 3.6). Nas condicOes
cromatograficas utilizadas, 0 FMOC-CI eluiu em 2,1 min e apresentou absor¢do em 210 nm
de 21,4, cerca de 1,7 vezes maior que a obtida em 260 nm. Contudo, ao utilizar 210 nm,
observa-se o favorecimento na absorcdo de interferentes entre 1,5 e 2 minutos de analise
(Figura 3.6).

Dessa forma, como 260 nm apresentou menor absorcdo para interferentes do meio
reacional e para o tampdo borato ao se utilizar baixas concentracfes, este comprimento de
onda foi selecionado. Este resultado difere de dado encontrado na literatura, pois trabalho
recente tem indicado 206 como comprimento de onda ideal para analises de GLY e AMPA
por CLAE ap0s derivatizacdo com FMOC-CI (PERUZZO, PORTA & RONCO, 2008).

3.3.3. Modo de eluicéo

Para avaliar qual o modo de eluicdo mais adequado para analise de GLY e AMPA por
CLAE-UV, inicialmente, analises foram realizadas no modo isocratico e os resultados obtidos

encontram-se na Figura 3.7.
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Figura 3.7. Cromatogramas de solucdo de GLY 10 mg L™ obtidos ao utilizar fase
mobvel acetonitrila/tampdo fosfato nas proporcdes de 65:35, 55:45 e
35:65 (V/v).

Maiores proporcoes de solvente organico (acetonitrila) favoreceram a eluicdo dos
analitos, pois ocorre maior interacdo deste com a regido estrutural derivada do FMOC-CI
(apolar). Nestas condigdes, o GLY que elui em 1,3 minutos apresentou alta resolucédo e
sensibilidade do detector, com absorcdo superior a 110 mAU, conforme Figura 3.7.
Entretanto, o analito eluiu do sistema antes de dois minutos de analise, 0 que ndo é favoravel
em estudos destes compostos em matrizes complexas (alimentos, solo, plantas), pois 0s
componentes da matriz como metabdlitos secundarios, impurezas ou produtos de degradacéo,
podem co-elueir junto ao analito interferindo deteccéo deste (CHAMBERS et al., 2007).

O aumento gradativo da proporcéo de tampéo fosfato favoreceu a retencdo do analito
na coluna cromatogréafica (Figura 3.7), dessa forma o tg do GLY variou de 1,3 para 1,9
minutos e o tg do AMPA variou de 1,7 para 2,8 minutos, com gradiente 45 e 65 % de tampéo
fosfato, respectivamente, conforme Figura 3.7 e 3.8. Contudo, maiores proporcdes de tampéo
fosfato interferiram diretamente na resolucao e sensibilidade variando de 120 mAU em 35 %

de tamp@o para 47 e 46 mAU em 45 e 65 % de tampéo fosfato, respectivamente.
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Figura 3.8. Cromatogramas das solucdes de AMPA 10, 5 e 1 mg L™ obtidos ao utilizar
fase movel acetonitrila/tampéo fosfato nas proporcdes de 55:45 viv (A) e
35:65 v/iv (B).

Apesar do deslocamento dos analitos promovido pelo acréscimo de tampéo fosfato a
fase mdvel, observa-se que estas condi¢es cromatograficas ndo apresentaram boa resposta do
detector para 0 AMPA quando se analisa solugdo de 1 mg L™, com absorcéo inferior a 10
mAU. Além disso, ao analisar a solucdo contendo os dois analitos a 1 mg L™, nestas
condicdes, observa-se que ha pequena separacao entre a eluicdo de cada composto (Figura 9).
A proximidade dos sinais prejudica a analise destes compostos em amostras complexas, além
disso, a juncdo dos sinais do GLY e AMPA na Figura 3.9 na propor¢do 55:45 (v/v)

acetonitrila:tampao interfere na quantificacdo destes analitos.
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Figura 3.9. Cromatogramas da solucdo de GLY e AMPA 1mg L™ obtidos ao utilizar fase

movel acetonitrila/tampéo fosfato nas proporcgdes de 55:45 viv (A) e 35:65 v/v

(B).

Para promover o deslocamento e melhorar a resolucdo do AMPA, o gradiente de fluxo
iniciando com 0,5 mL min™ até 5 minutos, 1,0 mL min™ até 15 minutos e 0,5 mL min™ até 20
minutos e com fase movel composta por acetonitrila/tampéo fosfato 30:70 (v/v) foi realizado

e 0 cromatograma obtido encontra-se na Figura 3.10.
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Figura 3.10. Cromatograma da solucdo de GLY e AMPA 1 mg L™ por CLAE-UV
utilizando gradiente de fluxo.

Nestas condicdes, observou-se elevada resolucdo dos sinais obtidos, entretanto, a
sensibilidade aos analitos é <10 mAU. Uma alternativa é a utilizacao de gradientes para a fase
movel. Dessa forma, a propor¢do acetonitrila:tampéo variou de 0-2,5 minutos (25:75 v/v),
4,5-10 minutos (65:35 v/v) e 11-12 minutos (25:75 v/v). O cromatograma obtido é

apresentado na Figura 3.11.

GLY

[y~
[e)]

AMPA

Acetonitrila

—_
o

o

Absorbancia (mAU)

4L
foH

(=
-
(N
w
s
(4, ]
(a2}
-
w
©

10 11

Tempo {(minutos}

Figura 3.11. Cromatograma da solucdo de GLI e AMPA 1 mg L™ por CLAE-UV utilizando

gradiente de fase mdvel.
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Nesta condicdo cromatogréfica, os analitos apresentaram resolucdo inferior a 0,5

minutos e os analitos apresentaram absorcéo superiores a 10 e 15 mAU, respectivamente.

3.4. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que a deteccdo de GLY e AMPA foi influenciada pelas
variaveis de CLAE-UV (composicdo da fase mdvel, comprimento de onda e forma de
eluicdo). Sendo as condicOes 6timas de analise obtidas ao se utilizar 260 nm e fase mdvel
composta por acetonitrila/tamp&o fosfato 50 mmol L™ e pH 5,5 com proporcéo de 25:75 viv
(0-2,5 minutos), 65:35 v/v (4,5-10 minutos) e 25:75 v/v (11-12 minutos).

A reacdo de derivatizacdo com FMOC-CI e separagdo dos analitos por CLAE-UV
resultou em um método rapido e simples. Além disso, a separacdo dos analitos ocorreu com

elevada sensibilidade utilizando CLAE —UV com fase reversa.
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CONCLUSAO GERAL

Com este trabalho foi possivel otimizar duas metodologias para derivatizacdo de
glyphosate e AMPA utilizando como reagentes derivatizantes FMOC-Cl e BSTFA. Estas
metodologias resultaram em métodos simples, rapidos e de baixo custo. Sendo que a
metodologia utilizando BSTFA é inédita, pois se utilizou os padrdes em solucgéo.

Também foi realizado uma otimizacdo inédita das condi¢des cromatograficas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector no ultravioleta e coluna de fase reversa
para analises de glyphosate e AMPA ap06s derivatizacdo com FMOC-CI.
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