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RESUMO
O objetivo do presente estudo foi avaliar o impacto da expansédo de cultivos de soja na zona
rural dos municipios de Santarém e Mojui dos Campos, regido oeste do Para, na Amazonia
brasileira, por meio da analise de herbicidas a base de glifosato e glufosinato em amostras de
agua, e de um questionario de cunho descritivo e exploratdrio aplicado a pequenos agricultores
rurais que vivem proximos a grandes lavouras de soja. Foi desenvolvido um método analitico
para determinacdo de glifosato, seu produto de degradacdo AMPA, e glufosinato, outro
herbicida de relevancia toxicoldgica, em amostras de agua por meio de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia com detecgdo por fluorescéncia (HPLC-FL, em inglés). O método analitico
otimizado foi validado quanto aos parametros de seletividade, linearidade, preciséo, exatid&o,
robustez, limite de quantificacdo (LOQ) e limite de deteccdo (LOD). Amostras de agua
fortificadas com os analitos de interesse foram filtradas (45 um) e 200 pL foram injetados
diretamente no HPLC para analise de AMPA, ou concentrada (10x) por liofilizacdo para analise
de glufosinato e glifosato. A separacdo cromatografica foi obtida em coluna de troca ibnica
(PRP-X100, 10 um, 250x4,1 mm) e fase mével isocréatica: 0,010 M fosfato de potéassio, pH 2,1,
ajustado com acido fosforico (HsPOa), 4% de metanol, com fluxo de 0,5 mL por minuto. Na
caixa de reacdo pos-coluna mantida a 33° C, os analitos foram oxidados com hipoclorito de
calcio, complexados com o-ftalaldeido e 2-mercaptoetanol, e o produto fluorescente detectado
(excitagdo a 340 nm e emissdo 455 nm). LOQs para AMPA, glifosato e glufosinato foram
estabelecidos em 0,5; 0,3 e 0,2 ug/L, respectivamente. O método analitico foi utilizado na
analise de 63 amostras de agua provenientes de corregos situados em pequenas comunidades
agricolas adjacentes a grandes fazendas de soja na regido de estudo. Glifosato e glufosinato ndo
foram detectados em nenhuma amostra analisada (< LOQ) e AMPA foi detectado em 6
amostras, com faixa de concentracdo de 0,65 a 1,93 pg/L. Informacdes obtidas por meio do
questionario indicam um provavel risco de exposicdo humana a agrotdxicos, principalmente
pela via respiratoria. E importante ampliar as possibilidades de analise em outras matrizes
ambientais e humanas (e.g., solo, ar, urina e sangue) para subsidiar uma avaliagdo dos possiveis
efeitos sobre a saude desta populacdo e sobre 0 meio ambiente. Os dados deste estudo séo de
grande importancia para o planejamento de estratégias de monitoramento ambiental na regido,
visto que eventuais contaminagOes ambientais representam um importante potencial de
exposi¢do humana, com danos ao meio ambiente.
Palavra-chave: Agua, Contaminagdo ambiental, Desenvolvimento Rural, Glifosato, AMPA,
Glufosinato, HPLC.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the impact of the expansion of soybean crops in rural
areas of the municipalities of Santarém and Mojui dos Campos, western Pard, in the Brazilian
Amazon, through the analysis of glyphosate- and glufosinate-based herbicides in water
samples, and the application of a descriptive exploratory survey to small rural farmers living
near the large soybean crops. An analytical method was developed for the determination of
glyphosate, its degradate AMPA, and glufosinate, another herbicide of toxicological relevance
in water samples, by high-performance liquid chromatography with fluorescence detection
(HPLC-FL). The improved analytical method was validated considering the parameters of
selectivity, linearity, precision, accuracy, robustness, limit of quantitation (LOQ) and limit of
detection (LOD). Water samples spiked with the analytes of interest were filtered (45 um) and
200 pL injected directly into the HPLC for the analysis of AMPA, or the sample was
concentrated (10x) by lyophilisation for analysis of glufosinate and glyphosate. The
chromatographic separation was achieved in an ion exchange column (PRP-X100, 10 pm,
250x4.1 mm) and isocratic mobile phase: 0.010 M potassium phosphate, pH 2.1, adjusted with
phosphoric acid (HsPOs), 4% methanol, at a flow rate of 0.5 mL per minute. In the post-column
reaction box kept at 33° C, the analytes were oxidized with calcium hypochlorite, complexed
with o-phthalaldehyde and 2-mercaptoethanol, and the product detected by fluorescent detector
(excitation at 340 nm and emission at 455 nm). LOQ for AMPA, glyphosate and glufosinate
was 0.5; 0.07 and 0.2 respectively. The analytical method was used in the analysis of 63 water
samples from streams located in small farming communities adjacent to large soybean farms.
Glyphosate and glufosinate were not detected in any sample analyzed (<LOQ) and AMPA was
detected in 6 samples, at a concentration range of 0.65 to 1.93 pg/L. Information obtained
through the questionnaire indicated a possible risk of human exposure to pesticides, mainly
through the respiratory route. It is important to expand the possibilities of analysis in other
environmental and human matrices (e.g. soil, air, urine and blood) to support an assessment of
possible health effects on this population and the environment. Data from this study are of great
importance for planning environmental monitoring strategies in the region, considering that
environmental contamination represents a significant potential for human exposure with
environment damage.

Key-words: Water, Environmental Contamination, Rural Development, Glyphosate, AMPA,
Glufosinate, HPLC.
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo de produtos para o controle de plantas daninhas e outras pragas tem sido
uma pratica comum por milhares de anos. Ha registros de que 400 a.c. 0S romanos usavam
produtos residuais (cinzas, sais, lodo de fornalhas) toxicos para a maioria das plantas afim de
manter estradas (Solomon et al., 2010). No século XVII, o uso de herbicidas organicos foi
intensificado na agricultura, visto que o cultivo de monoculturas deu inicio ao desenvolvimento
de pragas (Kageyama, 2004; Solomon et al., 2010). No século XX, com a producéo sintética
do inseticida DDT (diclorodifeniltricloroetano) por Paul Hermann Miller em 1931, é
reconhecida a eficiéncia do controle quimico, marcando o inicio da era quimica na producao de
alimentos (Tavella et al., 2011).

Além dos inseticidas organoclorados e posterior surgimento dos organofosforados, o
avanco cientifico permitiu a formulacao de novas formas de controle de pragas (Solomon et al.,
2010). Em 1970, o glifosato foi sintetizado por um grupo de pesquisadores da Companhia
Monsanto (EUA), liderado pelo quimico J. Franz. O glifosato é comercializado atualmente em
mais de 119 paises, com registro para mais de uma centena de culturas (Toni, Santana e Zaia,
2006), e, segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(Ibama), € o ingrediente ativo de maior comercializacdo no Brasil, tendo sido registrada a venda
de 185.956,13 toneladas no ano de 2013 (Ibama, 2014).

Desde 2008 o Brasil € o maior consumidor mundial de agrotoxicos (Silvaetal., 2015).
De acordo com os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o setor da
agropecuaria cresceu 0,4% em 2014 e contribuiu com a arrecadacdo de R$ 262,3 bilhdes para
0 Produto Interno Bruto (PIB) do pais. O desempenho do setor agropecuario foi resultado do
crescimento da producdo, e a soja foi responsavel pelo crescimento de 5,8% (IBGE, 2015).

Segundo projecdes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
na proxima década a lavoura de soja € a que mais deve expandir no Brasil. A area de soja deve
aumentar 10,3 milhdes de hectares, chegando em 2024 com 40,4 milhdes de hectares, tendo
tido acréscimo de 34,1% sobre a area de soja em 2013/14. Este crescimento se dara ndo sé nas
regides j& consolidadas de cultivo, como a regido Centro-Oeste, mas também avangard rumo a
floresta tropical amazénica na regido norte do pais (Schlesinger, 2008).

Dentre os municipios do Estado do Para, Santarém destaca-se como o maior produtor
de soja nas safras dos ultimos anos, provavelmente estimulada pela instalacdo de um grande
porto graneleiro da empresa Cargill as margens do Rio Tapajds (Oliveira, 2015). Diante desse

cenario, e sabendo que a producdo de soja guarda uma ligacdo direta com uso de agrotoxicos
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em geral, e especificamente o uso do glifosato, € importante destacar a necessidade do
monitoramento ambiental constante em regifes de cultivo agricola que utilizam esse herbicida.

Alguns estudos indicam um potencial risco do glifosato a satde de animais da fauna
silvestre (Gasnier et al., 2009; Shehata et al., 2012; Séralini et al., 2012), e recentemente o
glifosato foi classificado pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC, em
inglés) como provavel cancerigeno para humanos (Fritschi et al., 2015).

A despeito desse contexto mostrando a crescente importancia desses compostos em
termos de riscos ecotoxicologicos e a saude humana, observa-se uma grande caréncia de
métodos analiticos que permitam determinar residuos desses compostos em matrizes
ambientais, tais como agua, biota aquética, sedimentos e solos (Amarante Junior et al., 2002).
Assim, um dos desafios aceitos pelo presente trabalho foi o de desenvolver e validar um método
analitico para determinacéo de glifosato, seu produto de degradacdo Aminomethyl Phosphonic
Acid, (AMPA, em inglés) e glufosinato (outro herbicida utilizado no pais), em amostras de dgua
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, com deteccdo por fluorescéncia (HPLC-FL, em
inglés). Em seguida, o método foi aplicado a amostras de &gua provenientes da regido de cultivo
extensivo de soja na regido de Santarém e Mojui dos Campos, na regido oeste do Estado do

Para.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Qualidade da agua

O conceito de qualidade da agua esta associado a um conjunto de condi¢cdes quimicas,
fisicas e bioldgicas no que diz respeito a sua adequacao e finalidade especifica. As aguas que
refletem o meio por onde atravessam e sdo influenciadas por uma série de fatores, divididos em
naturais (cobertura vegetal, hidrografia, tipo de solo, clima e topografia do terreno) e
antropogénicos (despejo de residuos domesticos, agricolas e industriais, entre outros) (Brasil,
2006). Infelizmente, em diversos locais, as caracteristicas naturais da agua vém sendo afetadas
pela poluicéo, resultando em diversas consequéncias negativas a biodiversidade em geral e a
qualidade de vida das pessoas. Uma das principais ameacas a qualidade da &gua em areas
agricolas é a contaminacao por agrotoxicos (Filizola et al., 2005).

No cenario mundial o Brasil é privilegiado por ter a maior reserva de agua doce do
planeta, cerca de 13%. A distribuicdo em territorio nacional ndo é uniforme e a regido Norte é
a que detém a maior bacia fluvial do mundo. Apesar da riqueza dos rios da bacia hidrografica
do Amazonas e Tocantins, onde ocorrem aproximadamente 80% das descargas de agua dos rios
do Brasil, verificam-se problemas de contaminacgéo das aguas nas cidades de Manaus, Santarém
e Belém (Waichman, 2008). Na area urbana desses municipios essa contaminagao ocorre por
falta de saneamento bésico, e em areas agricolas os corpos hidricos sdo contaminados por
agrotoxicos, além de sofrerem com assoreamento e destruicdo das Areas de Preservacio
Permanente (APPSs) e outros danos (Reboucas, 2003; Waichman, 2008; Aguiar, Peleja e Sousa,
2014).

A &4gua contaminada por agrotoxicos em areas rurais pode representar um risco as
espécies aquaticas e a outras espécies que vivem préximas a fonte de contaminacéo, e também
a satde humana, ja que pode afetar os sistemas de abastecimento das cidades, cujos processos
de tratamento né&o sao capazes de remover esses contaminantes (Mafioleti, 2015).

Um dos fatores de protecdo dos corpos hidricos € a presenca de mata riparia, que
corresponde a vegetacdo localizada nas margens dos cursos d’agua. Essa vegetacdo ¢
importante para manutengdo do equilibrio dos ecossistemas, pois exerce as fungdes de protecéo,
filtragem e amortecimento dos impactos ambientais (Merten e Minella, 2002). Tais fungdes
estdo relacionadas com a capacidade que a vegetacdo tem de conter processos erosivos, reter
sedimentos e substancias toxicas provenientes de atividades agricolas (Martins et al., 2002;
Merten e Minella, 2002; Parron e Coser, 2009).
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A mata riparia funciona como uma zona tampéo, onde a matéria organica depositada é
mineralizada por microrganismos e depois absorvida pelas plantas. Os microrganismos também
podem mineralizar certos poluentes tdxicos ou converté-los a substancias menos nocivas
(Primack e Rodrigues, 2001). Em solos com cobertura vegetal ha maior infiltracdo da dgua das
chuvas e menor compactacdo, que além dos beneficios ecossistémicos mantidos na superficie
do solo também promove uma melhor alimentacdo dos lengoéis freaticos e manutencdo das
nascentes (Albuquerque et al., 2002). A destruicdo da vegetacdo riparia causa reducdo do
volume e da qualidade da agua (Coelho, Buffon e Guerra, 2011). O antigo Codigo Florestal
Brasileiro (lei n® 4.771/1965) j4 estabelecia o que a nova Lei Federal n® 12.651/2012 determina,
ou seja, que para os corpos d’agua de menos de 10 (dez) metros de largura a APP seja de no
minimo 30 metros (Brasil, 2012).

Diversos trechos dos corpos hidricos da area rural de Santarém, maior municipio da
regido oeste do Estado do Para, como por exemplo as comunidades agricolas de Acaizal e
Guarana, aléem de comunidades situadas na zona rural do municipio de Mojui dos Campos (e.g.,
Boa Sorte, Riacho Verde, e Porto Alegre) em funcdo da expansdo da fronteira agricola nas
ultimas décadas tem sofrido alteracbes na sua paisagem, antes ocupada por floresta ou
agricultura familiar, provocando alteracbes ambientais com impacto nos recursos hidricos

(Aguiar, Peleja e Sousa, 2014).

2.2 Glifosato: toxicologia e cinética ambiental

O glifosato € um herbicida pertencente ao grupo quimico das glicinas substituidas
(Figura 1), sistémico, ndo-seletivo, tendo sido utilizado amplamente na agricultura para
controlar plantas daninhas perenes, de folhas largas, e gramineas perenes antes do plantio ou
apos a colheita da maioria das culturas (Castro, 2005).

O composto também é amplamente utilizado como tratamento para remover plantas
daninhas anuais emergentes antes do plantio. Na forma de aplicagéo foliar ou injecdo no caule,
é eficaz no controle de plantas lenhosas e trepadeiras, além de ser amplamente utilizado por
pulverizacdo direta no controle de plantas daninhas que crescem na base de arvores em

pomares, plantagdes e areas paisagisticas (Solomon et al., 2010).
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Figura 1. Estrutura quimica do glifosato (CsHsNOsP).
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Fonte: (Anvisa, 2015).

O glifosato é utilizado principalmente na agricultura, mas também para o controle de
plantas daninhas aquaticas em tanques de criacdo de peixes e em lagos, em reflorestamento e
jardinagens (Galli e Montezuma, 2005). E caracterizado por ser um herbicida ndo-seletivo, com
amplo espectro de acdo (Castro, 2005), e de acordo com dados disponiveis na Ficha de
Informacgdes de Seguranca de Produtos Quimicos (FISPQ), o glifosato e especificamente o
roundup produzido pela empresa Monsanto apresenta as principais caracteristicas fisico-

quimicas e bioldgicas apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Pardmetros fisico-quimicos e bioldgicos do glifosato.

Parametros Valores
Densidade 1163,9 kg/m®
Solubilidade em agua (mg/L) 11600 mg/L

Coeficiente de parti¢do octanol/agua Log Kow 0,17x102
35 dias (agua)
Meia-vida 96 dias (solo aerdbio)

22 dias (solo anaerdbio)

DLso oral para ratos 5400 mg/kg
DLso dérmica em coelhos 5000 mg/kg
CE(1)50 para algas Selenastrum capricornutum 4910 mg/L/96 h
CLso para microcrustaceos Artémia salina 250 mg/L/48h
CLso para peixes da espécie Coho salmon 22 mg/L/96h

Fonte: Adaptado de Monsanto (2008); Fernandes Neto (2010).

O glifosato € absorvido pelas folhas das plantas, ndo pelas raizes, e apresenta um
mecanismo de agdo baseado na inibigdo da enzima enolpiruvil-shikimato-fosfato (EPSP, em
inglés), enzima da via biossintética dos aminoacidos aromaticos (ou via metabdlica do acido

shiquimico) que sintetiza os aminoacidos tirosina, triptofano e fenilalanina, essenciais para as
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plantas (Giesy, Dobson e Solomon, 2000). A Figura 2 abaixo apresenta a via metabdlica para
sintese dos amino&cidos acima citados.

Figura 2. Via metabdlica para sintese de aminoacidos, e mecanismo de a¢éo do glifosato.
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Fonte: Adaptado de Williams, Kroes e Munro (2000).

Na literatura cientifica estudos mostram que herbicidas a base de glifosato sdo toxicos

a células humanas e causam alteracdes nas fungdes fisiologicas do organismo, agindo como
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perturbadores enddcrinos (Gasnier et al., 2009). Casos de intoxicagdo aguda com glifosato tém
sido relatados (Faria, Rosa e Facchini, 2009), sendo que estudos reportam que adicOes
continuas de glifosato podem alterar a estrutura e a funcdo de muitos ambientes aquaticos
naturais (Péerez et al., 2007), além de afetar seriamente a comunidade microbiana do solo e 0s
fungos (Kremer e Means, 2009), tudo isso sendo agravado pela sua persisténcia no meio
ambiente conforme indicado por (Castro, 2005). A persisténcia da molécula de glifosato varia
bastante em funcdo da capacidade de adsorcdo e da atividade microbiana do solo (Solomon et
al., 2010), com taxas de degradacdo maiores em solos florestais (Giesy, Dobson e Solomon,
2000).

O glifosato possui duas principais rotas de degradacdo microbioldgica (Figura 3). A
primeira consiste na clivagem oxidativa da ligacao carbono nitrogénio e produzindo o AMPA,
o qual pode ser degradado a fosfato inorganico. A segunda rota consiste na clivagem da ligacéo
fésforo-carbono por acdo da bactéria Agrobacterium radiobacter ou da Enterobacter aeroneges
(enzima C-P liase) produzindo a sarcosina (Martins-Janior e A., 2005). Em alguns estudos
foram observadas outras vias metabolicas de degradacdo posterior do AMPA em fosfato
inorganico e metilamina (CHs-NHz); e a via sarcosina em glicina (Liu et al., 1991).

O glifosato se liga ao sedimento em ambientes aquaticos (Moraes e Rossi, 2010), e é
degradado a AMPA pela microbiota da &gua (Giesy, Dobson e Solomon, 2000), e
eventualmente em didxido de carbono (Toni, Santana e Zaia, 2006).

Figura 3. Esquema de degradacéo do glifosato.
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Fonte: Adaptado de Martins-Junior (2005).

A degradacao do glifosato € mais rapida do que a do AMPA. A meia-vida do AMPA
varia 76 a 240 dias (Giesy, Dobson e Solomon, 2000), enquanto a do glifosato é de 35 a 96 dias
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(Monsanto, 2008). A persisténcia de glifosato em agua € mais curta que sua persisténcia em
solo. O processo de degradagédo independente da matriz ambiental varia de acordo com, as
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas; numero de aplicacdes, influéncia de forma direta
ou indireta de microrganismos presentes no solo e na agua (Moraes e Rossi, 2010).

Os organoclorados, por serem considerados poluentes organicos persistentes (POPS), ou
seja, compostos que apresentam alta estabilidade e que persistem no ambiente por um longo
periodo de tempo foram substituidos pelos herbicidas organofosforado, como glifosato em
funcdo da degradacdo dessa molécula ser mais rapida. Embora os herbicidas organofosforados
apresentem menores riscos ao meio ambiente em relagcdo aos organoclorados, 0s mesmos
apresentam maior toxicidade aos seres humanos, especialmente as pessoas que 0s manipulam,
e para algumas espécies de mamiferos (Silva, 2012).

O glifosato possui alta solubilidade em agua, e isso faz com que sua mobilidade no meio
ambiente seja aumentada. Um estudo em condicdes de campo realizado por (Relyea, 2005) para
verificar o efeito da aplicacdo direta de glifosato sobre anfibios aquaticos e terrestres, observou
que apds trés semanas da aplicacdo do glifosato houve morte de 96-100% das larvas dos
anfibios. Quando se realizou a aplicacdo em periodo po6s metamorfose (juvenil), foi verificada
amorte de 68-86% dos anfibios juvenis um dia ap6s tratamento, e o autor conclui que o produto
proporciona elevadas taxas de mortalidade em anfibios.

Em estudos realizados por (Shehata et al., 2012), o glifosato causou impactos negativos
em bactérias gastrointestinais de aves, e 0s resultados demonstraram que as bactérias
patogénicas como Salmonella entritidis, S. gallinarum, S. tyhimurium, Clostridium perfringens
e C. botulinum séo resistentes ao herbicida, enquanto que bactérias benéficas como
Enterococcus faecalis, E. faecium, Bacillus badius, Bifidobacterium adolescentis e
Lactobacillus ssp sdo altamente suscetiveis ao glifosato.

Formulacgdes de glifosato normalmente contém agentes surfactantes, como etilaminas,
cuja funcdo é aumentar a dispersdo do produto na planta (Amarante Janior et al., 2002). O
surfactante polietoxietileno amina (POEA), presente no herbicida Roundup® é mais téxico do
que o proprio glifosato e seu subproduto de degradacdo AMPA (Williams, Kroes e Munro,
2000).

Devido a toxicidade do produto a base de glifosato ndo estar relacionada Unica e
especificamente com a molécula quimica desse composto, sdo necessarios estudos mais
aprofundados sobre a toxicidade das formula¢Ges comerciais (Mesquita, Rodrigues e Mendonga
Junior, 2011). Quando concentragdes de glifosato sdo encontradas no meio ambiente (alimento,

agua, solo e outros) os residuos sdo da formulacéo total do herbicida, entretanto na literatura
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geralmente a toxicidade do herbicida é testada com o ingrediente ativo puro (Dallegrave et al.,
2007).

2.3 Glufosinato: toxicologia e cinética ambiental

Originalmente uma empresa farmacéutica japonesa, chamada Meiki Seika Kaiska,
descobriu que a bactéria do solo Streptomyces viridochromogenes produzia bialafos, um
antibidtico que também possui atividade herbicida. A empresa comegou a produzir 0 composto
por fermentacdo e desenvolveram-se os bialafos como um herbicida comercial denominado
Herbiace. Bialafos por si s6 ndo sdo herbicidas, eles sdo metabolizados pelas plantas e dao
origem a fosfinotricina. Em 1980, os quimicos da Hoechst AG na Alemanha, atualmente Bayer
Crop Science, descobriram o processo para sintetizar a por¢do da molécula fosfinotricina,
denominada glufosinato de amdnio (Solomon et al., 2010).

A L-fosfinotricina, glufosinato de aménio, ou simplesmente glufosinato (Figura 4) é um
herbicida néo seletivo do grupo quimico homoalanina substituida (Silva, 2012). Geralmente é
utilizado pds-emergéncia, sofre rapida degradacdo microbiana e ndo tem atividade no solo;
possui mecanismo de acdo amplo e toxico para maioria das plantas (Marchi, Marchi e
Guimardes, 2008).

Figura 4. Estrutura quimica do glufosinato (CsH12NO4P)
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Fonte: (Anvisa, 2015)

O seu mecanismo de acdo se da por atuacdo direta no metabolismo do nitrogénio,
especificamente ocorrendo a inibicdo da enzima glutamina sintetase que resulta no aumento da
concentracdo de amoénio nos tecidos da planta, e consequentemente a ruptura da estrutura dos
cloroplastos, que interfere na fotossintese e ocorre morte celular (Petersen e Hurle, 2001). Apds
aplicagéo de glufosinato, os niveis de amoénio nas plantas aumentam drasticamente, dentro de
poucas horas apos o tratamento podendo chegar a dez ou mais vezes maior que em plantas ndo
tratadas (Hess, 2000).



30

O glufosinato apresenta baixa toxicidade em sistemas biologicos de mamiferos. Em
ratos, a DLso por via oral é de 1,910 mg/kg, a DLso por via dérmica é de 1,380 mg/kg, e a CLso
inalatdria é de 3,73 mg/L/4h. Com relagéo a ecotoxicidade, para algas da espécie Desmodesmus
subspicatus a CEsp (72 h) € de 36mg/L; para microcrustaceos da espécie Daphnia magna a CEso
(48h) e de 26,8 mg/L, e para o peixe Oncorhynchus mykiss a CLso (96h) é de 34mg/L (Bayer,
2011). A degradacdo microbioldgica do glufosinato produz o &cido metilfosfinicopropi6nico

(MPPA, em inglés) como mostrado na Figura 5.

Figura 5. Degradacédo do glufosinato
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Fonte: (Martins-Junior, 2005).

O glufosinato é similar ao glifosato na sua estrutura quimica e no seu uso, e justamente
por esse motivo foi adicionado no processo de desenvolvimento do método analitico, apesar de
ndo haver registro oficial de uso desse herbicida na area de estudo da regido dos municipios de
Santarém e Mojui dos Campos (PA). Como o objetivo central é analisar glifosato em amostras

de 4agua, o glufosinato ndo serd abordado extensivamente.

2.4 Legislacao brasileira sobre agrotoxicos

Agrotdxicos, pesticidas, praguicidas, defensivos agricolas, biocidas, agroquimicos, e/ou
remeédios de planta s&o denominacdes utilizadas para definir um grupo de substancias quimicas
que sao capazes de controlar pragas que comprometem a producdo agricola no campo (Peres e
Moreira, 2003). A denominagdo utilizada pela legislagdo brasileira ¢ “agrotoxicos”, definidos
pela Lei Federal n°® 7.802, de 11 de julho de 1989, como sendo:

“Os produtos e os componentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos
destinados aos setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de

produtos agricolas, pastagens, protecdo de florestas e também em ambientes



31

urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢do da
flora e da fauna, a fim de preserva-la da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como aqueles empregados como desfolhantes,

dessecantes, estimuladores e inibidores do crescimento” (Brasil, 1998).

Os agrotoxicos sdo sintetizados para causar danos a organismos Vivos e Sao
deliberadamente lancados no meio ambiente, onde varios organismos nao alvo podem ser
expostos a estas substancias (Rebelo e Caldas, 2014). A Figura 6 abaixo ilustra alguns dos
possiveis processos (dispersdo, deposicdo, poeira, deriva, volatilizacdo e deriva de spray)

envolvidos no ciclo dos agrotoxicos no ambiente desde a sua aplicacdo no campo.

Figura 6. Representagdo esquematica do destino de agrotoxicos no ambiente

o NARAES A0

Fonte: Rebelo (2013).

Os seres humanos podem estar expostos a agrotoxicos quando envolvidos na atividade
de trabalho, durante a fabricacdo desses produtos, transporte e comércio, e principalmente na
atividade agricola. A baixa escolaridade dos trabalhadores rurais que muitas vezes ndo sabem
ler e/ou escrever, possuem alfabetizacdo de adultos ou ensino fundamental incompleto,
potencializa o risco de intoxicacao pois os trabalhadores ndo conseguem ler as instrucdes das
embalagens dos produtos agricolas, e muitas vezes nao utilizam as dosagens de forma correta
(Pasiani et al., 2012). O desconhecimento sobre os danos reais dos agrotdxicos e a falta de
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utilizacdo de equipamentos de protecdo individual (EPIs), além da precariedade nos
mecanismos de vigilancia séo todos fatores que agravam ainda mais a situacdo (Inouye et al.,
2015).

Segundo dados do Sistema Brasileiro de Informacdo de Agravos de Notificacdo
(Sinav), entre 2007 e 2011 houve um crescimento de 67,4% de novos casos de acidentes de
trabalho n&o fatais devido aos agrotoxicos. Nesse mesmo periodo, as intoxicacbes aumentaram
126,8%, sendo que entre as mulheres o crescimento foi ainda maior, 178% (Santana, 2012).
Com relacdo a esses dados é preciso observar também que a Portaria Ministerial n° 104, de
janeiro de 2011 estabelece que intoxicag¢fes por substancias quimicas sdo consideradas agravo
de notificacdo compulsoria, e logo se espera que essa medida tenha um impacto importante no
namero de registros nos sistemas (Brasil, 2011).

A populacdo em geral estd exposta a agrotoxicos principalmente pelo consumo de
alimentos diretamente tratados com estes produtos (Jardim e Caldas, 2012), ou pelo consumo
de produtos de origem animal, como leite, carne e ovos, quando os animais produtores se
alimentam de pastagem tratadas com agrotoxicos (Romano, Romano e Oliveira, 2009).
Adicionalmente, analises de amostras de agua da chuva de zonas rurais e urbanas mostraram a
presenca de diferentes residuos de agrotoxicos, indicando que moradores dessas regides podem
estar expostos a agrotoxicos pela rota ambiental, especificamente pelo ciclo da agua (Belo et
al., 2012).

Um dos fatores que contribuem para contaminacdo ambiental por agrotdxicos é o uso
além do necessario. O monitoramento da presenca de residuos de compostos agrotdxicos no
ambiente é algo complexo e diversas varidveis estdo envolvidas, como vento, chuva, e modo
de aplicacdo do produto (Rebelo e Caldas, 2014). A Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos da América (USEPA, em inglés), a Comissdo Europeia sobre Meio Ambiente,
a Australian Pesticides and Veterinary Medicines Authority (APVMA, em inglés), a
Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) e a IARC sao referéncias quando se trata de
regulamentacéo e classificacdo de substancias quimicas. No Brasil, o registro de agrotdxicos
para uso agricola envolve os seguintes o0rgaos: a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa, Ministério da Saude), responsavel pela avaliagdo toxicologica, estabelecimento de
Limite Maximo de Residuos nos alimentos, e avaliagdo de risco a saide humana; o Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (Ibama, Ministério do Meio
Ambiente), responsdvel pela avaliagdo de periculosidade ambiental; o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), responsavel pela avaliacdo agronémica e

registro final.
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A classificacdo dos agrotéxicos segundo seu potencial de periculosidade ambiental
considera os parametros de persisténcia, bioacumulacdo, transporte, toxicidade a diversos
organismos, potencial carcinogénico, teratogénico e mutagénico. Esta classificacdo esta

mostrada no Quadro 1.

Quadro 1. Classificacdo Toxicologica para Agrotoxicos de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo
Ibama.

Classe de perigo Descrigéo da classificagéo

I Produto altamente perigoso

I Produto muito perigoso

I Produto perigoso

v Produto pouco perigoso

Fonte: Adaptado de Ibama (1996).

A classificacdo toxicoldgica dos agrotoxicos, conforme estabelecida pela Portaria n° 03
de 16 de janeiro de 1992 da Anvisa, tem como alvo o trabalhador rural e esta mostrada no
Quadro 2 (Anvisa, 1992). Neste sistema, cada produto tem uma faixa que indica a classificacgéo,

um meio direto de comunicag¢do com o trabalhador.

Quadro 2. Classificagdo toxicologica para agrotdxicos de acordo com as diretrizes estabelecidas pela
Anvisa.

Classe ) o
o Cor da Faixa Grau de toxicidade
Toxicoldgica
I B Vermelha Extremamente toxico
I Amarela Altamente toxico
1 | Azul Mediamente toxico
\Y; B Verde Pouco téxico

Fonte: Adaptado de Anvisa (1992).

O Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (Agrofit) do MAPA disponibiliza

informagdes sobre os produtos agrotdxicos formulados e registrados no Brasil. Em maio de
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2015 foram encontrados 89 produtos agrotoxicos registrados, cujo principio ativo é o glifosato
e/ou seus sais, e 3 agrotdxicos cujo principio ativo € o sal de glufosinato, sendo todos esses
produzidos por diferentes empresas, com diferentes formulagoes.

A lista de agrotdxicos registrados no MAPA cujo ingrediente ativo € glifosato ou
glufosinato, bem como suas respectivas classificagdes de acordo com a Anvisa e o Ibama sédo
apresentadas na Quadro 3 abaixo.

Quadro 3. Lista de agrotoxicos registrados no MAPA cujo ingrediente ativo é glifosato ou
glufosinato, e suas respectivas classificacdes toxicoldgica (Anvisa) e ambiental (Ibama),
atualizada em 02/05/2015.

Produto formulado | Ingrediente ativo | Toxicologica | Ambiental
Glifosato e seus sais
Aliado 480 SL Glifosato Il 11
Alteza Glifosato e imazetapir Il 11
Alteza 30 Glifosato e Imazetapir i 1
Alteza 30 SL Glifosato e Imazetapir i 1
Credit Glifosato Il 11
Crucial Glifosato-sal de I I
isoproprilamina e glifosato-sal
de potéssio
Direct Glifosato-sal de amonio Il 11
Fera Glifosato Il 11
Fera ultra Carfentrazona-etilica e I I
glifosato
Fusta WG Glifosato-sal de amonio 11 11
Gillanex Atrazina e glifosato v 11
Gil ouro Glifosato Il 11
Gil over Glifosato 11 11
Gliato Glifosato ] 11
Gliforte Glifosato I I
Glifos Glifosato ] 11
Glifos plus Glifosato Il 11
Glifosato agripec 720 WG Glifosato-sal de amonio ] 11
Glifosato Atanor Glifosato-sal de isopropilamina i Il
Glifosato Atanor 48 Glifosato-sal de isopropilamina Il 11
Glifosato Atar Glifosato Il 11
Glifosato Atar 48 Glifosato Il 11
Glifosato CCAB 480 SL Glifosato I 11
Glifosato Fersol Glifosato Il 11
Glifosato Nortox Glifosato Il 11
Glifosato Nortox WG Glifosato e glifosato-sal de v I
amonio
Glifosato Nortox 480 BR | Glifosato-sal de isopropilamina i Il
Glifosato Nortox 480 SL Glifosato Il 11
Glifosato nuf Glifosato I 11
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Produto formulado Ingrediente ativo Toxicolégica | Ambiental
Glifosato nufarm Glifosato-sal de isopropilamina 1 i
Glifosato nutritop Glifosato e glifosato-sal de Il I
isopropilamina
Glifosato TK Glifosato-sal de isopropilamina ] 11
Glifosato Zamba Glifosato Il 11
Glifosato 408 SL Sinon Glifosato-sal de isopropilamina ] 11
Glifosato 480 Agripec Glifosato I 11
Glifosato 480 Helm Glifosato [\ 11
Glifosato 720 WG Glifosato I I
Rainbow
Glifoxin Glifosato i Il
Gliphogan 480 Glifosato Il 11
Glister Glifosato-sal de isopropilamina ] 11
GLI-UP 480 SL Glifosato-sal de isopropilamina Il Il
Gliz Plus Glifosato-sal de isopropilamina ] 11
Gliz 480 SL Glifosato i i
Glizmax Glifosato-sal de isopropilamina 1 Il
Glizmaz Prime Glifosato i i
Glydur Diuron e glifosato i 1
Glyox Glifosato v 11
Glyphotal Glifosato ] 11
Glyphotal TR Glifosato ] 11
Glyweed Glifosato I 11
Grassato Glifosato ] 11
Grassato SL Glifosato Il i
Grassato 480 SL Glifosato ] 11
Knock out Glifosato i i
Mademato Glifosato I 11
Oneshot Glifosato e imazaquim I Il
Pilarsato Glifosato I i
Pocco 480 SL Glifosato Il 11
Polaris Glifosato [\ i
Preciso Glifosato Il 11
Pretorian Glifosato i i
Radar Glifosato-sal de isopropilamina 11 11
Radar WG Glifosato Il 11
Rodeo Glifosato [\ 11
Ronat-A Glifosato Il 11

Roundup Original

Glifosato-sal de isopropilamina

Roundup Original DI

Glifosato-sal de di-amonio

Roundup Ready

Glifosato-sal de isopropilamina

Roundup Ready Milho

Glifosato-sal de isopropilamina

Roundup Transorb

Glifosato-sal de isopropilamina

Roundup Transorb R

Glifosato-sal de potassio

Roundup Ultra

Glifosato-sal de amonio

Roundup WG

Glifosato de amonio

Rustler

Glifosato
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Produto formulado Ingrediente ativo Toxicolégica | Ambiental
Rustler WG Glifosato-sal de amonio Il 11
Scout Glifosato-sal de aménio i Il
Sequence Glifosato e s-metolacloro I I
Shadow 480 SL Glifosato i Il
Stinger Glifosato v 1
Stinger WR Glifosato-sal de amonio Il 11
Sucession Glifosato e metalocloro I 1
Sumd Glifosato-sal de isopropilamina i i
Touchdown Glifosato-sal potassio Il 11
Tradicional Glifosato-sal isopropilamina i i
Trop Glifosato-sal de isopropilamina Il 11
Tropazin Glifosato e simazina I I
Tropuron Diurom e glifosato Il ]
Wipe Out Glifosato Il 11
Zapp QI 620 Glifosato-sal de potéssio Il 11
Ingrediente ativo: sal de glufosinato

Finale Glufosinato-sal de amonio I 1
Liberty Glufosinato-sal de amonio I 11
Liberty BCS Glufosinato-sal de amonio I I

Fonte: Agrofit (2015).

De acordo com os dados apresentados acima, observa-se que na classificacdo
toxicoldgica 53,93% dos agrotdxicos cujos principios ativos sdo o glifosato e seus sais sao
classificados como classe 11, 24,72% na classe 1, 13,49% na classe | e 7,86% na classe IV.
Para classificacdo ambiental 89,89% sdo classificados como classe Ill, 6,74% na classe I,
3,37% na classe |, e nenhum é classificado com classe V. Com relacdo ao glufosinato, os trés
produtos registrados séo classificados como classe |, para classificacdo toxicoldgica, enquanto
para classificacdo ambiental dois produtos sdo registrados como classe 1l, e um dos produtos
como classe IlI.

No Brasil, a Portaria do Ministério da Saude n° 2.914 de dezembro de 2011, regulamenta
parametros para potabilidade da agua. De acordo com essa portaria, 27 agrotdxicos devem ser
monitorados no minimo semestralmente na agua para consumo humano, onde o Valor Maximo
Permitido (VMP) para glifosato ¢ de 500 pg/L, isoladamente ou em combina¢do com seu
principal subproduto de degradacéo, o AMPA. O monitoramento é de responsabilidade de quem
oferece o abastecimento coletivo ou de quem presta servicos alternativos de distribuicdo da
agua. O processo de vigilancia cabe as autoridades de satde de diferentes instancias do governo
(Brasil, 2011; Barbosa, 2013). Os padrées de potabilidade de agua para substancias quimicas
nessa portaria séo estabelecidos com base na metodologia de Avaliacdo Quantitativa do Risco

Quimico (AQRQ), a qual é realizada com base em evidéncias toxicologicas e seguindo as
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seguintes etapas: (i) identificagc&o do perigo; (ii) avaliacdo da exposi¢éo; (iii) avaliacdo da dose-
resposta, e (iv) caracterizacao do risco (WHO, 2011).

A dose de referéncia (DRf), Ingestdo Diaria Toleravel (IDT) ou Ingestdo Diaria
Aceitavel (IDA) sdo diferentes denominacdes de uma estimativa da quantidade de uma
substancia presente no alimento ou na 4gua potavel, expressa em relagdo ao peso corporeo, que
pode ser ingerida ao longo da vida, sem risco apreciavel a saide e com uma margem de

seguranca (Umbuzeiro et al., 2012). O seu calculo é realizado conforme formula abaixo:

IDA = NOAEL
FI

Sendo:

IDA: Ingestdo Diaria Aceitavel

NOAEL: Nivel de Efeito Adverso ndo Observado

FI: Fator de Incerteza

O NOAEL (non-observed-adverse-effect-level, em inglés) representa a maior dose na
qual nenhum efeito adverso foi observado, e € determinado em estudos toxicoldgicos com
modelos animais, principalmente roedores. O fator de incerteza é uma medida de seguranca na
extrapolacdo dos dados de experimentos com animais para a populagdo humana, inclusive a
mais sensivel, como criangas e idosos (WHO, 2011).

O critério de potabilidade ou VMP é calculado a partir da IDA, considerando peso

corporal médio; o fator da fracdo da IDA e o consumo médio diario por meio da equacgéo:

VMP = IDA x pc x Fa
C

Sendo:
pc = peso corporal
Fa = fracdo de IDA proveniente da agua potavel
C = consumo diério de agua
A OMS sugere considerar 20% a fragdo de IDA proveniente de dgua potavel quando
ndo se tem informagdes exatas sobre esse valor. Considerando a variagdo no consumo diario de
agua e do peso corpdreo sdo atribuidos os valores de 2 litros de agua por dia e 60 kg para peso
corporeo. Porem, a OMS néo oferece um valor referéncia, e justifica que as concentracfes de
glifosato na agua estdo muito abaixo daquelas em que os efeitos toxicos podem ocorrer (WHO,
2011).
Fazendo uma comparag&o entre o limite maximo de glifosato na 4gua potavel no Brasil

(500 pg/L) e as diretrizes de outros paises, € possivel observar uma grande variabilidade nesses
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valores. Por exemplo, no Uruguai de acordo com o Instituto Nacional de Normatilizacion
(INN), o limite é de 900 ug/L (Inn, 2006); nos EUA, o valor estabelecido pela USEPA é de 700
ug/L (Epa, 2009); no Canadd, o limite para a Health Canada Pest Management Regulatory
Agency (PMRA) é de 280 pg/L (Health, 2008); e na Australia de acordo com a agéncia APVMA,
a concentragdo é de 10 pg/L (Nhmrc, 2004). Na Europa, para qualquer agrotdxico, a
concentracdo méxima permitida individualmente € de 0,1 pg/L e o total de agrotdxicos na agua
para consumo humano ndo deve ultrapassar 0,5 pg/L, de acordo com a European Glyphosate
Enviromental Information Source (Egeis, 2010). Em alguns paises como Argentina, Chile e
Venezuela, valores maximos de glifosato em agua potavel ndo séo estabelecidos.

Além da portaria n® 2.914 do Ministério da Saude do Brasil, ha outras duas Resolucdes
do Conselho Nacional do Meio Ambiente (Conama) n° 357 (&4gua superficial) e n® 396 (agua
subterranea) que preveem limites maximos para parametros fisicos e quimicos e teores
microbioldgicos na agua para diferentes usos.

De acordo com a Resolugdo Conama n° 357, estabelecida em 2005, que dispde sobre a
classificacdo dos corpos de &gua e diretrizes ambientais para o0 seu enguadramento, a
concentracdo de glifosato em agua doce para Classe 1 e 2, € de 65 pg/L, enquanto para Classe

3 a concentracdo € de 280ug/L, conforme Tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo de aguas doces segundo a Resolugdo Conama n° 357, de acordo com seu uso
preponderante e a concentragdo maxima de glifosato.

Classes de Concentracdo maxima
. Usos preponderantes .
agua doce de glifosato

Para abastecimento e consumo humano ap0s
tratamento simplificado; protecdo das
comunidades aquaticas; recreacdo de contato
primario; irrigacdo de hortalicas que séo
Classe 1 consumidas cruas e de frutas que se desenvolvam 65 pg/L
rentes ao solo e que sejam ingeridas cruas sem
remocdo de pelicula; e a protecdo das
comunidades aquaticas em Terras Indigenas.

Para abastecimento e consumo humano apoés
tratamento  convencional, protecdo  das
comunidades aquaéticas; recreacdo de contato
Classe 2 primario; irrigacéo de hortalicas, plantas frutiferas 65 pg/L
e de parques, jardins, campos de esporte e lazer
com 0s quais o publico possa vir a ter contato
direto e aquicultura e a atividade de pesca.
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Classes de Concentracdo maxima
. Usos preponderantes .
agua doce de glifosato
Para o abastecimento e consumo humano apos
tratamento convencional ou avancgado; irrigacdo
de arboreas, cerealiferas e forrageiras; pesca
Classe 3 g P 280ug/L

amadora; recreacdo de contato secundario;
dessedentagéo de animais.

Fonte: Conama (2005)

A Resolugdo Conama n° 396, estabelecida em 2008, que dispOe sobre a classificagéo e
diretrizes ambientais para o enquadramento das &guas subterraneas, estabelece VMP para
glifosato e/ou AMPA de acordo com uso preponderantes, conforme Tabela 3. Na portaria n°
2.914 do Ministério da Saude, e nas resolucbes n° 357 e 396 do Conama nao sdo estabelecidos

valores para o herbicida glufosinato.

Tabela 3. VMP de glifosato e AMPA de acordo com a Resolu¢do Conama n° 396.

Parametro Usos preponderantes da agua
Glifosato + Consumo Consumo animal Irrigacdo Recreacao
AMPA humano gag ¢
0,13 (*);
VMP (ug.L?) 500 280 0,06 (**); 200
0,04 (***)

*Taxa de irrigagio < 3500 m%/ha; **3500< taxa de irrigagdo <700m?%ha; ***7000< taxa de irrigagdo < 1200 m®/ha
Fonte: Conama (2005).

2.5 Plantas transgénicas e uso dos agrotoxicos glifosato e glufosinato

As descobertas cientificas e tecnoldgicas inovam o sistema de producéo agricola. O
Brasil é hoje o maior produtor de soja do mundo, com producdo anual de 68 milhdes de
toneladas. Os estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Parang, Rio Grande do Sul e Goias
somam juntos 81,55% do total da producao nacional (BELO et al. 2012). Utilizando-se do tripé:
soja geneticamente modificada; plantio direto e o uso do herbicida glifosato, mantém-se
elevados os indices de producdo. No entanto € preciso pensar nos impactos ambientais e sociais
que esse modelo agricola pode causar (Guanziroli, 2006).

O comércio mundial de agrotdxicos cresce a cada ano. Embora muitas mudangas e
inovagdes surjam conforme as necessidades do mercado, ha entre elas o advento das culturas

transgénicas, resistentes a algumas pragas, onde o uso de herbicidas é destacado (Langiano,
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2006). A producdo de plantas ou organismos geneticamente modificados (OGMs), ou
transgénicos, em escala comercial, iniciou com a producdo do tomate transgénico em 1994 nos
Estados Unidos (Pelaez e Schmidt, 2000). Com o advento dessa biotecnologia, muitos tipos de
plantas transgénicas tém sido desenvolvidos, incluindo plantas resistentes a herbicidas, insetos
e virus causadores de doencas; plantas com frutos ou sementes com qualidades nutricionais
melhoradas ou de melhor conservagao pds-colheita, e plantas com o crescimento modificado e
melhor adaptacéo ao estresse ambiental (Monquero, 2005).

Durante a década de 1990, pesquisadores da empresa Monsanto transferiram dois genes
que codificam as enzimas EPSPS de bactérias, para culturas que expressam superproducdo da
enzima na planta ou producdo de enzima insensivel ao glifosato. Outro gene bacteriano foi
utilizado para tornar a planta capaz de desintoxicar metabolicamente o glifosato, de modo que
a planta geneticamente modificada seria tolerante ao herbicida (Solomon et al., 2010). A partir
desses desenvolvimentos, o glifosato tornou-se um dos herbicidas seletivos lideres para o
controle pds-emergente de plantas daninhas nas principais culturas resistentes a herbicidas,
como milho, soja e algoddo. Além do glifosato, plantas resistentes ao herbicida glufosinato vém
sendo desenvolvidas.

Apesar dos beneficios econdémicos do cultivo de OGMs resistentes a herbicidas ainda
ndo serem totalmente conhecidos ou estabelecidos, o Governo Federal liberou em 2003 a
producdo em escala comercial de soja transgénica da companhia Monsanto, resistente ao
glifosato. Apds aprovacao da Lei de Biosseguranca (Lei n® 11.105, de 24 de marc¢o de 2005), a
Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CNTBio) ampliou as possibilidades de
liberacdo para cultivos e producdo comercial de OGMs (Sauer, 2010).

Plantas transgénicas resistentes aos herbicidas podem oferecer diversos riscos, dentre 0s
quais podem ser destacados: (a) riscos a seguranca alimentar no uso das plantas transgénicas
para seres humanos e outros animais; (b) riscos de interferéncia das plantas transgénicas ao
trocar genes com as variedades nativas; (c) riscos em termos de impacto ambiental do uso de
plantas transgénicas resistentes a herbicidas, podendo implicar no uso indiscriminado desses
herbicidas, contaminando o solo, os rios e os lencgois freaticos, além do monopodlio por parte
das empresas que comercializam as sementes transgénicas e 0s herbicidas; (d) riscos das plantas
resistentes a herbicidas poderem tornar-se daninhas de dificil controle; (e) plantas resistentes a

pragas e insetos, que podem modificar a populacéo natural dos insetos (Monquero, 2005).
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2.6 Expanséo da fronteira agricola do bioma Cerrado para o bioma Amazonia

A instalacédo do terminal graneleiro da Cargill no porto de Santarém se apresentou como
um dos principais atores da dinamizacdo da expansao do agronegdcio da soja no municipio de
Santarém (Carvalho e Tura, 2006). A facilidade de escoamento via transporte fluvial através
dos rios que cortam a bacia amazbnica para o0 oceano Atlantico e dai para mercados
consumidores na América do Norte, Europa e Asia, e a abundancia de terras agriculturaveis,
sdo elementos que chamam a atencdo das grandes empresas nacionais e internacionais, que
visam o mercado interno, mas principalmente o agronegocio exportador (Flexor, Viégas e
Lima, 2006).

A Cargill, maior empresa norte-americana do setor agricola, fundada em 1865, no
lowa/EUA, atua na comercializacdo, processamento e distribuicdo de produtos agricolas e
alimenticios e estd presente em 67 paises com 153.00 funcionarios. No Brasil, atua em 17
Estados, em 200 municipios, 5 portos e 22 fabricas. Em Santarém, o porto que atualmente tem
a capacidade de elevacdo de 2 milhdes de toneladas de grdos, esta em fase de ampliacdo e
passara para 5 milhdes de toneladas de graos até 2016 (Feres et al., 2015).

A soja, originaria da China, surgiu como planta domesticada por volta do século X a.c.,
e com o passar dos séculos foi disseminando-se para outros paises de clima e latitude
semelhantes. No Brasil o primeiro registro de cultivo de soja data de 1882, e o cultivo comercial
com expressdo econémica iniciou em 1940, no Rio Grande do Sul. Por volta do inicio dos anos
de 1980, e incentivado pelo governo militar, o cultivo desse grdo comecou a se expandir para a
regido tropical do Brasil com objetivo de atender a demanda interna, externa, e suprir a escassez
de areas agricolas no sul do pais (Souza et al., 2007).

A soja brasileira faz sucesso no exterior principalmente por produzir 6leo de alta
qualidade e de cor amarelo-ouro, aspecto valorizado pelos compradores. Estas caracteristicas
sdo influenciadas principalmente pela insolacdo o ano todo e clima favoravel, tornando o Brasil
0 segundo maior exportador mundial de soja, perdendo apenas para os Estados Unidos
(Sobrinho, 2006).

Mais recentemente, a expansdo da fronteira agricola brasileira da regido Centro-Oeste
(Cerrado) para a regido de floresta tropical amazdnica (regido norte), tem estimulado o cultivo
de grandes areas de soja na regido oeste do Estado do Para (como nos municipios de Santarém
e Mojui dos Campos), e consequentemente 0 uso intenso de agrotoxicos. Esse fato tem o
potencial de gerar processos de contaminagdo ambiental de corpos hidricos e organismos

aquaticos, e também riscos de exposi¢do humana por vias alimentar, dérmica e/ou respiratoria,
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implicando assim em importantes riscos a saude tanto de familias de pequenos agricultores
nativos que vivem nas adjacéncias de grandes fazendas produtoras, como também a salde de
trabalhadores das grandes propriedades produtoras desse gréo na regido.

Atualmente, a economia de Santarém esta assentada nos setores de comeércio e servicos,
ecoturismo, nas industrias e principalmente no setor agropecudrio. Nos Ultimos anos o setor
agropecudrio vem representando a maior parte da participacdo do PIB, e cresce juntamente com
investimentos na agricultura mecanizada, e principalmente em grdos como soja que abastecem
0 mercado externo. Por exemplo, nas safras de 2009/2010 e 2010/2011 o Estado do Para
apresentou o segundo maior crescimento de area e produgdo de soja no Brasil, com aumento de
20,6% e 35%, respectivamente (Leite, Soares e Oliveira-Junior, 2011). Dos municipios do
Estado do Para, Santarém destaca-se como o maior produtor de soja nas safra dos ultimos anos
(Figura 7).

Figura 7. Evolucdo temporal da area plantada de soja no Estado do Para.
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Fonte: Conab (2014).

Estudos relatam que a expansdo do cultivo de soja nos municipios de Santarém e Mojui
dos Campos degrada os ecossistemas e ameaca 0 modo de vida de comunidades locais; ha
desmatamento, perda de biodiversidade, assoreamento de corpos hidricos e contaminacgéo de
outras matrizes ambientais por agrotdxicos e afins (Carvalho e Tura, 2006). A expansao da soja
no bioma amazonico traz consigo importantes mudangas de uso da terra, com consequentes
processos de contaminacdo ambiental tanto terrestre quanto aquatica, e gera conflitos
socioambientais devido, entre outras coisas, aos riscos ambientais e a saide humana acima

mencionados.
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2.7 Determinacao de glifosato, glufosinato e metabdlitos em 4gua

Um estudo publicado recentemente tragou o perfil da produgdo académica sobre o tema
dos agrotoxicos e saude no Brasil. A pesquisa foi realizada com base no banco de dados da

Plataforma Lattes - http://lattes.cnpg.br - do CNPq, em funcéo da estrutura de financiamento da

pesquisa publica brasileira ser fortemente baseada em recursos daquela agéncia e
disponibilizada por meio dessa ferramenta. No levantamento, foram encontrados 4.896
curriculos de pesquisadores brasileiros que publicaram artigos, capitulos de livro, resumos e
materiais técnicos com a temadtica agrotoxicos entre os anos de 2007 a 2012. Dentre os
agrotoxicos selecionados, o glifosato foi destaque, citado por 10% de todos os pesquisadores
que estudam o tema (Carneiro, 2015). As categorias de estudos utilizando glifosato de acordo

com esse estudo foram organizadas na Figura 8.

Figura 8. Categorias dos estudos utilizando glifosato no Brasil entre os anos de 2007 e 2012.
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Fonte: Dados de Carneiro (2015)

Percebe-se que a grande maioria (74%) dos pesquisadores investiga o uso do glifosato
na agronomia, as especies de plantas daninhas combatidas e a eficiéncia de aplicacdo para
diferentes culturas. Em seguida, 14% dos estudos avaliaram efeitos sobre o ambiente, espécies
atingidas, e também monitoramento em solo e agua, e 9% referiam-se a estudos sobre o
desenvolvimento de metodologias para 0 monitoramento desse herbicida. Os estudos que
avaliaram aspectos da toxicidade do glifosato correspondiam a apenas 2%, e 1% deles se
referiam a aspectos da saude do trabalhador. E possivel concluir que ha poucos estudos sobre
metodologia analitica para analise de glifosato no ambiente e poucos estudos que envolve a

tematica salde e ambiente no Brasil.


http://lattes.cnpq.br/
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Os métodos de identificacdo e de quantificacdo dos herbicidas glifosato e glufosinato e
metabdlitos tém sido de grande interesse nos Gltimos anos em funcdo do grande uso desses
herbicidas no ambiente. Os riscos e preocupagdes com a seguranca da agua exigem esforcos
para o desenvolvimento de métodos capazes de detectar e quantificar esses residuos.

As concentragdes de glifosato e AMPA encontradas em amostras de aguas superficiais
geralmente s&o baixas quando comparadas aos limites brasileiros de referéncia estabelecidos
para seguranca da satde humana e ambiental. No estado de S&o Paulo, foi detectada a presenca
de glifosato nas amostras de aguas superficiais do Rio Corumbatai em concentracdes inferiores
a 1 pg/L (Armas et al., 2007), ao passo que em outro estudo no estado do Rio Grande do Sul,
foi detectada a presenca de glifosato em 46,7% das amostras de agua analisadas de um rio em
concentracdes da ordem de 20 a 30 pg/L (Silva, Peralba e Mattos, 2003; Belo et al., 2012)
encontraram 88% de 70 amostras de urina de moradores de Lucas do Rio Verde (MT) contendo
glifosato (entre 0,21 a 3,35 pg/L na &rea urbana e 0,38 a 5,05 pg/L na area rural), indicando a
exposicdo de toda a populacgdo a este herbicida.

Em amostras de agua em éarea agricola de cultivo de soja na Argentina, foram
encontradas concentracfes de glifosato entre 100 e 700 pug/L (Peruzzo, Porta e Ronco, 2008).
Nos Estados Unidos em um estudo envolvendo 51 cursos de agua préximos a areas agricolas,
as concentracdes de glifosato foram maiores ou iguais a 0,1 pg/L em 35% das amostras
coletadas em pré-emergéncia, em 40% de amostras pos-emergéncia e em 31% de amostras na
fase de colheita, com uma concentracdo maxima de 8,7 pug/L. O AMPA foi detectado acima de
100 pg/L em 53% das amostras em pré-emergéncia, em 83% das amostras pds-emergéncia, e
73% na fase de colheita, com concentracdo méxima de 3,6 pg/L (Battaglin et al., 2005).

Técnicas analiticas para analise desses compostos sdo geralmente complexas em fungédo
da elevada solubilidade em &gua e insolubilidade em solventes organicos (Stalikas e Konidari,
2001). A Cromatografia Liquida de Alto Desempenho ou Eficiéncia (HPLC, High Performance
Liquid Chromatography) é a técnica mais empregada (Amarante Junior et al., 2002; Martins-
Junior e A., 2005). Nesta técnica, a fase mdvel € um solvente liquido, e a amostra na forma de
uma mistura de solutos € injetada nessa fase mdvel, que corre através da fase estacionaria
separando os componentes da mistura. O mecanismo de separacdo inclui: particdo ou
cromatografia liquido-liquido; adsor¢do ou cromatografia liquido-solido; troca ibnica ou
cromatografia de ions; cromatografia por exclusdo ou cromatografia por afinidade, e
cromatografia quiral (Collins, Braga e Bonato, 2006). O principio do método de cromatografia
de troca ibnica baseia-se na troca dos ions entre a fase estacionaria e mével, a fase estacionéria

sendo constituida por uma coluna altamente carregada por grupos funcionais ionizaveis de
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carga negativa ou positiva, por onde passa a fase mével (Skoog et al., 2008). Os solutos com
cargas de sinais contrarios a da fase estacionaria interagem com esta, e para reter 0s anions na
coluna é necessario adicionar sitios ativos carregados positivamente, e no caso dos cations 0s
sitios ativados carregados negativamente (Collins, Braga e Bonato, 2006).

Os detectores UV, fluorescéncia e espectrometria de massa sdo os mais utilizados para
a deteccdo desses compostos. O detector de fluorescéncia tem alta sensibilidade e seletividade
comparada com a detecgdo por absorcdo no UV-VIS (Martins-Junior e A., 2005). A dificuldade
de analisar esses compostos utilizando cromatografia liquida se refere a forma de detecgdo dos
compostos, visto que ambos ndo possuem grupos cromoforos ou fluoréforos que possam ser
detectados diretamente por detector de fluorescéncia, ou colorimétricos ou de UV acima de 200
nm. Faz-se necessario, portanto, o uso de reacdes de derivatizacdo, geralmente em pds-coluna,
a fim de se obter um derivado que responda a estes detectores (Amarante Janior et al., 2002).
Ap0s a derivatizacdo o composto formado deve apresentar uma ou mais das seguintes vantagens
em relacdo ao composto de partida: deve ser mais facilmente extraido ou separado
cromatograficamente, medido com maior sensibilidade ou exatiddo, ou mais facilmente
separado de interferentes.

Frequentemente, na cromatografia gasosa os analitos glifosato, AMPA e glufosinato séo
derivatizados com uso de anidrido trifloroacético (TFAA, em inglés), trifluoroetanol (TFE, em
inglés) e anidrido trifloroacético (HFBA, em inglés). Ja na cromatografia liquida os reagentes
mais utilizados para derivatizacao sdo o o-oftalaldeido (OPA), o FMOC-CI e o cloreto de p-
toluenosulfonila (Amarante Junior et al., 2002).

A Tabela 4 resume as condi¢des cromatograficas utilizadas em alguns estudos para
analise de glifosato e AMPA por HPLC-FL, com derivatizacdo p6s coluna com OPA e 2-

mercaptoethanol.
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Tabela 4. Analise de Glifosato e AMPA por HPCL/Fluorescéncia com derivatizacdo pos
coluna utilizando OPA e 2-mercaptoetanol.

Analito Condigdes (HPLC) LOD Referéncia
Glifosatoe  250x4,1 mm 1.D., PRP-X400 cation, fase mével: 2 ug/L ~ Abdullah et
AMPA 0,005 M KH2PO4 em 4% MeOH, pH 2,1. Fuxo: 0,4 al. 1995

ml/min
Glifosatoe  300x4,6 mm I.D., Animex A-9 fase movel: 0,005 0,05 Cowell et
AMPA M KH2PO4 em 4% MeOH, pH 1,9. Fuxo: 0,5 mg/kg al. 1986
ml/min
Glifosatoe  150x4,0 mm I.D, cétion Exchange, K+, fase mdvel: 2e4 Mallat et al.
AMPA 0,005 M KH2PO4, pH 2,0 - 2,5% KOH (100:0, v/v) Hg/L 1998
e 15 min (0:100) por 17 min, Fluxo: 0,7 ml/min
Glifosato 250x 4 mm, Bio-Rad, Aminex A-9. Fase movel: 25pug/L  Winfield,
0,005 M KH2POs, agua: metanol (24:1), pH 1,9, Bashe e
Fluxo: 0,5 mL/min Baker, 1990
Glifosatoe  25x4.6 mm Chromolith flash Cig monolitica da  0,11e Colomb,
AMPA Merck. 0,06 2014

Hg/L

2.8 Validacdo de métodos analiticos

A validacdo de métodos analiticos € necessaria para demonstrar que os resultados

obtidos com o desenvolvimento de um determinando método s&o reprodutiveis e confiaveis.

Validagdo € o “ato ou efeito de validar, dar validade, tornar valido, tornar legitimo ou legal —

visa diminuir ou controlar os fatores que levam a imprecisdo ou inexatiddo de um dado

apresentado” (Lancas, 2009).

No Brasil diversas instituicbes como o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e

Tecnologia (Inmetro), Anvisa e MAPA, apresentam diretrizes prdprias e requisitos distintos

para validacdo de métodos analiticos (Ribani et al., 2004). Os parametros que geralmente séo

utilizados para validacdo de métodos analiticos sdo descritos no Quadro 4.
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Quadro 4. Parametros envolvidos no processo de validacdo de um método analitico (Lancas,

2009)
Parametro Definicéo
. Expressa a concordancia entre o valor encontrado e o valor aceito como
Exatidéo ] ] o
verdadeiro ou aceito como a referéncia.
L E a expressdo da concordancia entre varios resultados analiticos obtidos
Precisao
para uma mesma amostra.
Expressa o grau de disperséo entre uma série de medidas obtidas a partir de
Fidelidade ensaios multiplos em uma mesma amostra homogénea em determinadas
condicdes.
o E a resposta obtida em virtude da concentracdo do analito, a qual deve ser
Linearidade _ . :
estudada em um intervalo de concentragéo apropriado.
Limite de Corresponde a menor quantidade de um analito que pode ser detectada,
deteccao porém nao necessariamente quantificada como um valor exato.
Limite de Corresponde a menor quantidade de um analito que pode ser quantificada

quantificacdo

com exatiddo e com uma fidelidade determinada.

Indica a capacidade do método em discriminar, com uma fidelidade

Sensibilidade

estabelecida, concentracdes proximas de um analito.

Refere-se a extensdo até a qual o método pode determinar analito(s)
Seletividade especifico(s) numa mistura complexa, sem interferéncia dos outros

componentes da mistura.

E uma medida da eficiéncia do processo de isolamento do analito de
Recuperacéo ) )

interesse da matriz na qual se encontra presente.

E uma medida da capacidade de um método de néo sofrer alteragbes em
Robustez decorréncia de pequenas variacdes, deliberadamente introduzidas nos

parametros do metodo.

Refere-se ao tempo em que as solucBes padrdo e da amostra contendo o
Estabilidade analito podem ser utilizadas sem que haja decomposi¢do aprecidvel dentro

das condigdes experimentais fixadas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o impacto da expansdo de cultivos de soja na zona rural dos municipios de
Santarém e Mojui dos Campos (PA), por meio da analise de herbicidas em agua e por meio de
avaliacdo das percepcOes de familias de agricultores sobre os riscos ambientais e a salde

humana.

3.2 Objetivos Especificos

v Desenvolver e validar um método analitico para determinacédo do herbicida glifosato e
seu principal produto de degradacédo (AMPA), e do herbicida glufosinato, por HPLC-
FL

v Determinar os niveis de concentracdo de glifosato, AMPA, e glufosinato em amostras
de &gua da regido de estudo

v Analisar as percep¢des sobre 0s riscos ambientais e a saide humana associados a
expansao da soja, em familias de agricultores na regido rural de Santarém.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo

A éarea de estudo corresponde a regido do planalto do municipio de Santarém, oeste do
Estado do Para (Figura 9), que desde alguns poucos anos também engloba o novo municipio de
Mojui dos Campos. Essa regido de planalto é formada pela bacia hidrografica do rio Curué-
Una, que possui varios igarapés (cdorregos) e outros rios tributarios, como o rio Moju. A
paisagem local é composta por um mosaico de floresta tropical (Bioma Amazonia) cortada por
uma densa rede de drenagem hidrica e ocupada por lavouras de soja e pecuaria, esta Gltima
tanto de subsisténcia quanto comercial. A area foi escolhida devido a grande influéncia que tem
recebido da expansdo da fronteira agricola ao longo dos Gltimos 10 a 15 anos (Aguiar, Peleja e
Sousa, 2014).

Figura 9. Localizacdo da regido de Santarém (a). Localizacdo da area de coleta no Municipio
de Santarém (b). Localizacdo do Estado do Para no Brasil (c). Localizacdo de Santarém no
Estado do Paré (d).

Adbaise

Fonte: Software ArcGis da ESRI. Imagens BaseMap.
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4.2 Questionario sociopolitico e ambiental

Foi administrado um questionario (Apéndice 1) de cunho descritivo e exploratorio para
buscar capturar percepcfes sociopoliticas e ambientais das familias de pequenos agricultores
rurais acerca do contexto de possivel risco criado com a chegada e expansao da soja na regiao
rural desses dois municipios.

O questionario buscou explorar também em que medida os pequenos produtores rurais
e suas familias utilizam-se de técnicas agricolas implantadas em grandes fazendas do
agronegocio, além de explorar as percepcbes de risco de contaminacdo ambiental e de
exposicdo humana associados a essas praticas e técnicas. Foram realizadas entrevistas em
residéncias com os agricultores e membros de suas familias, onde os critérios para inclusdo
nesta atividade foram: ter idade igual ou superior a 18 anos e aceitar voluntariamente participar

do estudo.

4.3 Coleta de amostras de agua

Amostras de agua foram coletadas estrategicamente em cursos d’agua proximos a
plantacdes de soja. Os sitios de amostragem foram definidos com base em imagens de satélite
levando-se em conta o sistema natural de drenagem local, assim como demandas apresentadas
pelas proprias comunidades potencialmente expostas aos agrotoxicos utilizados nas lavouras de
soja. As amostras foram coletadas em setembro de 2012 (periodo de seca), em mar¢o de 2013
e fevereiro de 2015 (periodo chuvoso) em pontos georreferenciados, conforme a Tabela 5

abaixo.

Tabela 5. Coordenadas geogréaficas de todos os pontos de coleta de amostras de agua.

N° | Amostra Latitude Longitude Local Data da coleta
1 1/2012 02°62'84,7"S | 054°50'40,2"W Acaizal 05/09/2012
2 6/2012 02°76'48,1"S 054°38'58,6"W Guarana 06/09/2012
3 12/2012 | 02°90'59,6"S 054°46'34,7"W Reservatorio 06/09/2012
4 13/2012 | 02°90'80,5"S 054°46'73,1"W Reservatorio 06/09/2012
5 14/2012 | 02°90'59,6"S 054°46'34,7"W Reservatorio 06/09/2012
6 17/2012 | 02°66'88,6"S 054°57'88,8"W Rio Moju 07/09/2012
7 1/2013 02°62'62,6"S 054°50'55,5"W Acaizal 25/03/2013
8 2/2013 02°62'71,2"S 054°50'50,4"W Acaizal 25/03/2013
9 3/2013 02°63'55,9"S 054°50'69,8"W Acaizal 25/03/2013
10 4/2013 02°64'75,7"S 054°51'02,9"W Acaizal 25/03/2013
11 5/2013 02,62'85,8"S 054°50'39,9"W Acaizal 25/03/2013
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N° | Amostra Latitude Longitude Local Data da coleta
12 6/2013 02,76'48,5"S 054°38'54,3"W Guarana 25/03/2013
13 7/2013 02,66'27,3"S 054°55'12,9"W Rio Moju 25/03/2013
14 | 8/2013 02°65'85,2"S 054°55'43,3"W Rio Moju 26/03/2013
15 9/2013 02°66'87,8"S 054°57'88,8"W Rio Moju 26/03/2013
16 | 10/2013 | 02°68'48,1"S | 054°60'55,2" W Rio Moju 26/03/2013
17 | 11/2013 | 02°68'65,6"S 054°64'32,9"W Rio Moju 26/03/2013
18 | 12/2013 | 02°70'11,1"S 054°68'39,2"W Rio Moju 26/03/2013
19 | 13/2013 | 02°83'42,7"S 054°74'79,4"W Rio Moju 26/03/2013
20 | 14/2013 | 02°96'04,1"S 054°54'32,7"W Rio Moju 27/03/2013
21 | 15/2013 | 02°93'54,7"S 054°49'47,1"W Reservatorio 27/03/2013
22 | 16/2013 | 02°94'82,3"S | 054°49'20,9"W | Reservatorio 27/03/2013
23 | 17/2013 | 02°94'16,5"S 054°48'41,8"W Reservatorio 27/03/2013
24 | 18/2013 | 02°04'18,2"S 054°49'92 4"W Reservatorio 27/03/2013
25 | 19/2013 | 02°87'58,6"S 054°39'13,7"W Reservatorio 28/03/2013
26 | 20/2013 | 02°87'60,4"S 054°39'09,4"W Reservatorio 28/03/2013
27 | 21/2013 | 02°87'92,8"S 054°38'64,7"W Reservatorio 28/03/2013
28 | 22/2013 | 02°88'20,7"S 054°38'24,6"W Reservatorio 28/03/2013
29 | 23/2013 | 02°88'00,3"S 054°40'36,4"W Reservatorio 28/03/2013
30 | 24/2013 | 02°87'72,1"S 054°40'39,9"W Reservatorio 28/03/2013
31 | 25/2013 | 02°87'49,1"S 054°40'50,9"W Reservatorio 28/03/2013
32 | 26/2013 | 02°87'30,5"S 054°40'81,8"W Reservatorio 28/03/2013
33 | 27/2013 | 02°88'63,8"S 054°41'90,3"W Reservatorio 28/03/2013
34 1/2015 02°37'34,4"S 054°30'19,8"W Acaizal 23/02/2015
35 2/2015 02°37'42,6"S | 054°30'14,1"W Acaizal 23/02/2015
36 | 3/2015 02°38'07,0"S | 054°30'26,4"W Acaizal 23/02/2015
37 | 4/2015 02°37'34,4"S | 054°30'19,8"W Acaizal 23/02/2015
38 5/2015 02°37'35,7"S | 054°30'21,9"W Acaizal 23/02/2015
39 6/2015 02°37'35,8"S | 054°30'21,8"W Acaizal 23/02/2015
40 7/2015 02°37'35,7"S | 054°30'21,9"W Acaizal 23/02/2015
41 8/2015 02°45'51,2"S 054°23'51,8"W Guarana 23/02/2015
42 9/2015 02°45'53,3"S | 054°23'09,6"W Guarana 23/02/2015
43 | 10/2015 | 02°48'02,0"S 054°26'09,3"W Boa Sorte 23/02/2015
44 | 11/2015 | 02°53'13,5"S | 054°28'40,7"W | Riacho verde 23/02/2015
45 | 12/2015 | 02°52'00,5"S | 054°27'23,5"W | Riacho verde 23/02/2015
46 | 13/2015 | 02°52'48,6"S | 054°28'08,7"W | Riacho verde 23/02/2015
47 | 14/2015 | 02°40'07,6"S 054°34'44,1"W Rio Moju 24/02/2015
48 | 15/2015 | 02°39'29,8"S 054°33'16,2"W Rio Moju 24/02/2015
49 | 16/2015 | 02°39'30,9"S 054°33'15,5"W Rio Moju 24/02/2015
50 | 17/2015 | 02°39'30,5"S 054°33'15,6"W Rio Moju 24/02/2015
51 | 18/2015 | 02°41'12,6"S 054°38'35,2"'W Rio Moju 24/02/2015
52 | 19/2015 | 02°39’30,9"S 054°33'15,5"W Rio Moju 24/02/2015
53 | 20/2015 | 02°40'28,6"S 054°35'02,4"W Rio Moju 24/02/2015
54 | 21/2015 | 02°41'04,6"S 054°36'20,1"W Rio Moju 24/02/2015
55 | 22/2015 | 02°41'12,0"S 054°33'35,6"W Rio Moju 24/02/2015
56 | 23/2015 | 02°41'21,0"S 054°35'59,8"W Rio Moju 24/02/2015
57 | 24/2015 | 02°52'19,2"S 054°23'24,0"W Reservatorio 27/02/2015
58 | 25/2015 | 02°52'54,8"S | 054°24'31,5"W Reservatorio 27/02/2015
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N° | Amostra Latitude Longitude Local Data da coleta
59 | 26/2015 | 02°52'17,6"S | 054°24'31,5"W Reservatorio 27/02/2015
60 | 27/2015 | 02°52'42,2"S | 054°23'37,7"W Reservatorio 27/02/2015
61 | 28/2015 | 02°51'50,6"S | 054°22'51,1"W Reservatorio 27/02/2015
62 | 29/2015 | 02°52'13,2"S | 054°23'00,0"W Reservatorio 27/02/2015
63 | 30/2015 | 02°5322,9"S | 054°24'24,6"W Reservatorio 27/02/2015

As amostras foram coletadas mergulhando um balde a cerca de 15 a 20 cm de
profundidade em cada ponto, e com auxilio de uma seringa e um filtro de 0,45 pm
aproximadamente 100 mL foram filtrados e transferidos para frascos de polietileno. As
amostras coletadas foram mantidas sob refrigeracdo em uma caixa térmica com gelo reutilizavel
até a chegada ao laboratério no final de cada dia de amostragem de campo, onde eram
congeladas (APHA, 1998).

4.4 Desenvolvimento do método analitico para determinacdo de glifosato, AMPA e

glufosinato

O desenvolvimento e validacdo do método analitico e a andlise das amostras foram
realizadas no Laboratdério de Toxicologia da Universidade de Brasilia (UnB), que possui o
Sistema de Qualidade ISO 17025. Para tanto, foi utilizado sistema HPLC-FL da marca
Shimadzu® (Figura 11), modelo LC20AT, com injetor automatico modelo SIL-20SA, sistema
quaternario de bombas LC, 20AT, forno de coluna modelo CTO-20SAC, modulo comunicador
CBM-20A, formo de reacéo pos coluna modelo CRB-6A, e detector de fluorescéncia modelo
10AXL conectado ao software LC Solution®.

O sistema de funcionamento de um HPLC, conforme Figura 10, baseia-se em: (a)
reservatorio da(s) fase(s) movel(is), que é aspirado por uma bomba de alta pressao (b), em
direcdo a coluna (h). Por uma valvula de injecdo (g), a amostra é introduzida e arrastada
juntamente com a fase movel para a coluna, onde ocorre a separacdo. O efluente da coluna
recebe na caixa de reagdo quimica (j) as solugdes de derivatizagdo p6s coluna (c) com auxilio
das bombas de alta pressdo (d) e (e), o eluente finalmente é direcionado para um detector (i),
que acusa a presenca dos analitos eluidos na amostra. No detector, o sinal gerado é captado por
um software apropriado (m), com auxilio do modulo comunicador (f). Tratado no computador,
um cromatograma é gerado, mostrando a variagdo do sinal do detector em funcao do tempo de

andlise. Os residuos sdo dispensados em (1) (Lancas, 2009).
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Figura 10. Sistema cromatogréfico Shimadzu® do Laboratorio de Toxicologia: a) reservatorio da fase
movel; b) bomba de alta presséo; c) solu¢Ges de derivatizagdo pds coluna; d) bomba de alta presséo; e)
bomba de alta pressdo; f) médulo comunicador; g) injetor; h) coluna; i) detector; j) caixa de reagdo
quimica; 1) residuos e m) Software.

A determinacdo de glifosato e AMPA utilizando derivatizacdo com o-ftaldialdeido na
presenca de 2-mercaptoetanol é a mais citada na literatura para cromatografia liquida (Amarante
Junior et al., 2002) Neste caso, o glifosato é previamente oxidado a glicina, com hipoclorito
de calcio em meio alcalino, em seguida reage com OPA e 2-mercaptoetanol para formagédo do

composto fluorescente. A Figura 11 mostra as reacdes desse processo.
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Figura 11. (a) Esquema de derivatizacdo pos coluna. (b) reacdo do glifosato com hipoclorito
de célcio (OCI). (c) AMPA e glicina e seus derivados fluorescentes com o-ftaldialdeido na
presenca de 2-mercaptoetanol (OPA 2-ME).
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4.5 Preparo das solugbes padrao

O padréo analitico de AMPA foi adquirido da empresa Aldrich® (pureza 99%), o de
glifosato da empresa Fluka (pureza 99%), e o de glufosinato da empresa Fluka (pureza 98,3%).

Solucdes estoque dos padrdes sélidos foram preparadas em agua ultrapura (Millipore®)
com concentracdo de 1 mg/mL. A massa necessaria de cada padrdo foi pesada em balanga
analitica Shimadzu® AUW220D (5 casas decimais) e entdo dissolvida em &gua ultrapura e 0
volume completado para 10 mL em baldo volumétrico calibrado (Laborglass®). A solugédo
resultante foi armazenada em vial &mbar a -20 °C.

A partir da diluicdo da solugéo estoque, obtiveram-se as solucGes trabalho de cada
analito preparada diariamente, e a partir dessas foram preparadas as solu¢Ges mistas, contendo
os analitos em estudo. Todas as solucdes foram preparadas utilizando-se pipetas automaticas

calibradas de volumes variados e baldes calibrados de 10 mL.

4.6 Preparo da fase movel

A fase mdvel foi preparada diluindo-se 1,36 g de fosfato de potassio (KH2PO4) (Vetec®)
em agua ultrapura no baldo volumétrico de 1000 mL (0,010M). O pH da soluc¢éo foi ajustado
para 2,1 com acido fosforico (HsPOs) (Merck®), utilizando-se pHmetro da marca AJ
Micronal®, modelo AJX-512, com eletrodo de vidro combinado pH/ATC 201T-M. Apo6s o
preparo, a solucéo foi filtrada em membrana PTFE 0,45 um (Millipore®) com o auxilio de um
sistema a vacuo. Em seguida, a solucgdo foi levada ao Ultrassom Modelo USC — 3300 da marca
Unique® por 15 minutos para retirada de bolhas. Além da solucédo de fosfato de potéssio, a fase
movel continha 8% de metanol grau HPLC (pureza 98%; Merck®), ambos misturados pelo
sistema de bombas do cromatografo. Ao final, a fase movel foi fosfato de potassio 0,010 M (pH
2,1) 92%: metanol 8%.

4.7 Preparo da solucdo oxidante de hipoclorito de célcio

Para obter a solucao oxidante de hipoclorito de célcio foi dissolvido 1,36 g de KH2POu;
11,6 g de cloreto de sodio (NaCl) (Dindmica®); 0,4 de hidréxido de sodio (NaOH)
(Dindmica®) em aproximadamente 500 mL de agua ultrapura no baldo volumétrico de 1000
mL. Apds homogeneizado, adicionou-se 0,015 g de hipoclorito de célcio (Merk®) e o volume

foi completado para 1000 mL. A solucdo foi filtrada a vacuo em membrana PTFE 0,45 pum e
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levada ao ultrassom por 15 minutos. O preparo da solucdo de hipoclorito de calcio é mostrado
na Tabela 6.

Tabela 6. Preparo da solugdo de hipoclorito de calcio

Reagentes Quantidade = Concentracao pH
(9) (mol/L) final
KH2PO4 1,36 0,0099
NaCl 11,6 0,1984 85
NaOH 0,4 0,0100 ’
(Ca(ClO)2 0,015 0,0001

4.8 Preparo da solucdo de reacéo o-ftaldialdeido (OPA)

Dissolveu-se 19,1 g de tetraborato de sddio (Na2B4O7-10H20) (Dindmica®) em agua
ultrapura no baldo volumétrico de 1000 mL. Em seguida, dissolveu-se 0,1 g de O-phthladelyde
(Merck®) em 10 mL de metanol e adicionou-se na solugéo de Na>B4O7-10H20. Entdo, filtrou-
se a vacuo em membrana PTFE 0,45 um e a solucdo foi levada ao ultrassom por 15 minutos.

Em um tubo eppendorff e utilizando-se pipeta automatica calibrada foram adicionados
50uL de 2-mercaptoetanol (Sigma®) e 50 uL de acetonitrila (Merck®). Apds homogeneizada,
a essa mistura foi adicionado borato de sodio, preparado inicialmente. O preparo da solucao
OPA é apresentado na Tabela 7 abaixo.

Tabela 7. Preparo da solucdo OPA.

Reagentes Quantidade pH final
Borato de sodio 19,1 ¢
o-phthalaldehyde 0,100 g
Metanol 10 mL 9,2
Mercaptoetanol 50 uL

Acetonitrila 50 uL
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Desenvolvimento e otimiza¢do da metodologia analitica

Inicialmente foram desenvolvidas e otimizadas condi¢des analiticas para metodologia
analitica. Os testes e as técnicas utilizadas como, composicdo, pH e vazdo da fase movel
utilizada na cromatografia, assim como, temperatura do forno da caixa reacdo, visando um
otimizar o tempo de anélise, boa resolucédo e separacdo entre os picos dos analitos de interesse

foram alguns dos testes realizados. Os testes e resultados dessa fase sdo descritos abaixo.

5.1.1. Ajuste de equipamento

Para conectar a coluna Hamilton (PRP-X100, 10 pum, 250x4,1mm), de troca anibnica,
amonia quarternaria e pré-coluna no forno de coluna modelo CTO-20SAC da marca
Shimadzu® foi realizada uma adaptacao da pré-coluna cortando a tubulacdo das extremidades,
conforme setas indicam na figura 12 (a). A Figura 12 (b) mostra a coluna Hamilton (PRP-X100)

e pré-coluna dentro do forno de coluna modelo CTO-20SAC da marca Shimadzu®.

Figura 12. (a) Pré-coluna Hamilton (b) Forno de coluna da Shimadzu.
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5.1.2 Ajuste na desgaseificacdo da solugdo OPA

Um dos procedimentos de rotina no preparo das solugdes para o cromatografo é a
desgaseificacdo. As bombas de HPLC sdo muito eficazes no bombeamento de liquidos, mas se
uma bolha de ar entrar no sistema de bombas, observa-se uma reducdo no fluxo e uma queda
na pressdo do sistema. Se a bolha é grande o suficiente, a bomba néo ird empurrar o solvente, e
se a pressao cair abaixo de um limite predefinido, a bomba para.

O cromatografo do Laboratério de Toxicologia possui 0 desgaseificador DGU-20?
acoplado ao sistema, e mesmo com esse sistema um procedimento padrdo de rotina do
laboratério é desgaseificar no ultrassom todas as solugdes antes de colocar no equipamento.
Nos primeiros testes, e utilizando esse procedimento de desgaseificacdo das solugdes no
ultrassom, ndo foi possivel observar os picos dos analitos. A desgaseificacdo pode ter
comprometido a estabilidade do 2-mercaptoetanol, necessario para a formacdo do produto
fluorescente com o OPA. Quando a desgaseificacdo foi realizada antes de acrescentar o 2-
mercaptoetanol, os analitos foram ent&o observados (Figura 13).

Figura 13. Cromatograma obtido com solucéo trabalho mistura, concentracdo 100 pg/L, (1) AMPA, (2)
glufosinato, (3) glifosato. A unidade da abscissa é tempo em minutos. No eixo y, tem-se a resposta do
detector. Condices: fase mdvel: fosfato de potassio 5uM, metanol 4%, pH 2,1; volume de injecéo 50
WL, caixa de reacdo quimica: 38°C.
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5.1.3 Estudo da variagao de concentragdo do hipoclorito de calcio

A solucéo de hipoclorito de célcio deve ser preparada diariamente em funcdo da sua

rapida degradacdo (Winfield, Bashe e Baker, 1990). Estudou-se a possibilidade de variar a
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concentracdo de hipoclorito de célcio de 0,015g/L para 0,030g/L para aumentar a estabilidade
da solucédo. Para cada uma dessas condic¢des foram injetadas 3 amostras fortificadas com 100
ug/L de AMPA, glufosinato e glifosato.

Visualmente foi avaliado, conforme cromatograma apresentado na Figura 14, que a
concentracdo de 0,015¢/L é a mais adequada, fornecendo uma melhor resposta para os trés
analitos, principalmente AMPA e glufosinato. Nas injecdes realizadas com a concentragdo de

0,030¢/L o glufosinato ndo apareceu e a area do pico do AMPA diminuiu muito.

Figura 14. Cromatogramas obtidos variando-se a concentracdo de hipoclorito de célcio na solucao de
derivagdo pos-coluna: preto 0,015g/L e rosa 0,030g/L. (1) AMPA, (2) glufosinato e (3) glifosato.
Condicoes: fase movel: fosfato de potassio 5uM, metanol 4%, pH 2,1; volume de injecdo 50 WL, caixa
de reacdo quimica: 38°C.
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5.1.4 Estudo da variagéo de fluxo das solucdes de derivatizacao

A solucdo OPA ndo reage com aminas secundarias, sendo necessario realizar uma
oxidagdo prévia do glifosato a glicina com a solucdo de hipoclorito de calcio. Nesse
procedimento a solucdo oxidante pode suprimir a fluorescéncia e o ajuste na relacao dos fluxos

dos reagentes poés-coluna deve ser rigorosamente controlado para se obter respostas
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equivalentes para os compostos. Essa relacdo é extremamente importante para que o glifosato
seja quantificado sem prejuizo da sensibilidade (Abakerli e Fay, 2003).

Na literatura, o fluxo das solucdes de derivatizacdo pos coluna apresenta diversos
valores, sendo em alguns métodos o mesmo fluxo para as varias solugdes, como 0,5 mL/min
(Winfield, Bashe e Baker, 1990; Epa, 2009) ou variaveis, como 0,2 mL/min para solucéo
oxidante e 0,4 mL/min para OPA (Abakerli e Fay, 2003). Realizou-se um estudo variando o
fluxo das solucgdes de hipoclorito e solugdo OPA: 0,3 ou 0,5 mL/min para ambas ou 0,4 € 0,3
mL/min para hipoclorito e OPA, respectivamente. A Figura 15 mostra que o fluxo de 0,5 mL/
min para ambas solucdes é o mais adequado. Nas outras condicdes, ndo foi possivel visualizar
os analitos.

Figura 15. Estudo da variagdo do fluxo das solugdes de derivatizacdo pos-coluna: hipoclorito de célcio
e solugdo OPA: rosa: 0,5 e 0,5 mL/min; marrom 0,3 e 0,3 mL/min e azul 0,4 e 0,3 mL/min,
respectivamente. (1) AMPA, (2) glufosinato e (3) glifosato. Condices: fase movel: fosfato de potéassio
5uM, metanol 4%, pH 2,1; volume de inje¢do 50 UL, caixa de reagdo quimica: 38°C.
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5.1.5 Estudo da proporcéo de metanol na fase movel

Foi realizado um teste sobre a proporcdo de metanol mais adequada para uso na fase
movel, conforme os seguintes valores: 4%, 8%, 12%, 16% e 20%. Os cromatogramas obtidos
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sdo apresentados na Figura 16, onde as proporgdes 16 e 20% foram descartadas em fungéo do
alargamento dos picos e aumento exagerado do tempo de retengéo do glifosato (18 e 21 minutos
respectivamente) e diminuicdo na area de integracdo do analito AMPA. Descartadas as
concentracdes de 16 e 20% de metanol, foi realizado um novo teste utilizando as concentracdes
de 12%, 8%, e 4%. Para cada uma dessas condic¢des foram injetadas trés solugdes trabalho,
mistura de 100 pg/L de AMPA, glufosinato e glifosato, e os cromatogramas obtidos estéo

mostrados na Figura 17.

Figura 16. Estudo da variacdo de metanol na fase mdvel, preto 4%; rosa: 8%; azul: 12%;
marrom 16%; verde 20%.1. AMPA; 2. glufosinato e 3. Glifosato. CondicGes: fase movel:
fosfato de potassio 10uM, pH 2,1 e metanol variando de 8% a 20%; volume de injecdo 50 pL,
caixa de reacdo quimica: 38°C.

U
£5000-

600003
55000
500003
45000

40000

350004
300003
25000
200003
150004
100003

5000

0

5000

oo 28 &sOo 425 180 178 200 min



62

Figura 17. Teste da variacdo de metanol na fase movel; preto 4%; rosa: 8%; azul: 12%. 1. AMPA; 2.
glufosinato e 3. Glifosato. Condicdes: fase mdvel: fosfato de potassio 10M, metanol variando de 4% a
12%, pH 2,1; volume de injecdo 50 uL, caixa de reagdo quimica: 38°C.
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Apesar da concentracdo de 12% de metanol ter levado ao aumento da area do
glufosinato, o tempo de retencdo do glifosato aumentou, e para economia de solvente e tempo,
sem comprometer significativamente os analitos, foi definido a concentracdo de metanol a 8%

na fase moével.

5.1.6 Estudo da variacao na concentracdo de fosfato de potassio na fase mével

Com o objetivo de diminuir alguns interferentes proximos da &rea de retencdo do AMPA
e melhorar a estabilidade, linha de base e seletividade do sistema, foi realizado um estudo
variando a concentracdo do tampao fosfato de potassio na fase mével de 5uM para 10uM. Os

cromatogramas estdo mostrados na Figura 18.
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Figura 18. Comparacdo dos cromatogramas em diferentes concentracdes de fosfato de potassio na fase
movel: preto: 5 UM e rosa: 10 uM. 1. AMPA,; 2. glufosinato e 3. Glifosato. Condicdes: fase movel:
fosfato de potassio variando 5 UM e 10 uM, metanol 4%, pH 2,1; volume de injecdo 50 UL, caixa de
reacdo quimica: 33°C.
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Analisando-se visualmente o comportamento de cada analito frente a variacdo da
concentracdo do tampdo na fase movel, e a integracdo de suas respectivas areas (Tabela 8),
observa-se que a concentracdo de 10 uM leva a um pequeno aumento na area do pico de
glifosato e glufosinato. Além disso, a resolucdo de linha de base para integracdo do AMPA se

mostrou mais eficiente, e sendo assim a concentracdo de 10 uM foi selecionada para 0 método.
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Tabela 8. Area integrada dos analitos glifosato, AMPA e glufosinato em funcdo da variagdo da
concentracdo de tampdo na fase movel (n=2).

Fase movel 5 yM Fase movel 10 uyM
Analito 1 jia (area) CV, % Meédia (area) CV, %
AMPA 1582372 » 1531132 0,47
Glufosinato 99284 2,3 100790 2,1
Glifosato 1124480 0,81 1207565 6,1

CV= coeficiente de variagédo

5.1.7 Estudo da temperatura da caixa de reacdo quimica

Foi realizado o teste com diferentes temperaturas da caixa de reacdo quimica.
Inicialmente testaram-se as seguintes temperaturas: 58°C, 48°C, 38°C e 28°C, e para cada uma
dessas temperaturas foi injetada uma solucdo trabalho mistura de 100 pg/L AMPA, glufosinato
e glifosato. A Figura 19 apresenta os cromatogramas obtidos.

Figura 19. Cromatogramas obtidos com diferentes temperaturas da caixa de reacdo quimica: preto 58°C;
rosa 48°C; azul 38°C e marrom 28°C. 1) AMPA,; 2) glufosinato e 3) glifosato. Condices: fase movel:
fosfato de potassio 10puM, metanol 8%, pH 2,1; volume de inje¢do 50pL, caixa de reagdo quimica:
variando entre 28° C e 58°C.
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O uso da caixa de reacéo quimica a 58°C foi descartado em funcao da provavel formacao
de bolhas e desaparecimento dos picos de interesse. Utilizando-se 48°C, os picos de todos os
analitos diminuem, indicando que essa ndo é a melhor condicdo. Para o analito glifosato, 38°C
é a melhor condicdo e para 0 AMPA 28°C se apresentou melhor. As temperaturas de 38°C e
28°C influenciam pouco na area do pico do glufosinato.

Quando se determina mais de um analito no método, é preciso escolher condigdes
intermediarias para ndo afetar negativamente nenhum dos analitos. Seguindo esse principio
testou-se uma temperatura intermediaria de 33°C, juntamente com 38°C e 28°C. Para cada uma
dessas temperaturas foram injetadas 3 solucGes trabalho mistura de 100 ug/L AMPA,
glufosinato e glifosato, e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 9. Foi possivel
observar que a temperatura da caixa de reacdo mais adequada para 0 método seria 33°C, a qual
apresentou o melhor resultado para AMPA e glufosinato e ndo comprometeu muito o sinal do

glifosato.

Tabela 9. Teste da temperatura da caixa de reacdo quimica (n=3).

38°C 33°C 28°C
_ Média Média Média
Analito ) CV (%) ) CV (%) ) CV (%)
(area) (area) (area)
AMPA 1443394 3,66 1512661 0,96 1452510 1,0
Glifosato 1132197 0,74 1073030 0,92 1071543 0,92
Glufosinato 173616 5,14 176409 2,81 164298 3,02

CV= coeficiente de variacédo

5.1.8 Estudo do volume de injecao

O loop de injecédo do equipamento é de 100 uL, e para a otimizagdo do método foram
estudados quatro volumes de injecdo (50; 100; 200 e 300 pL) para uma mesma solugdo mista,
de concentracdo 100 pg/L para analitos (AMPA, glifosato e glufosinato). Os cromatogramas

obtidos estdo mostrados na Figura 20.
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Figura 20. Cromatogramas de diferentes volumes de inje¢do: marrom (a) 300 uL; azul (b) 200 pL (b);
rosa (c) 100uL; e preto (d) 50 pL (1) AMPA, (2) glufosinato e (3) glifosato. Condigdes: fase mével:

fosfato de potassio 10uM, metanol 8%, pH 2,1; volume de injec¢ao variando de 50 a 300 pL, caixa de
reacdo quimica: 33°C.
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Pela andlise dos cromatogramas e suas respectivas areas de integracdo mostradas na
Tabela 10, foi definido o volume de injecdo de 200 pL como o mais adequado para 0s trés
analitos. Apesar das areas de integracdo serem maiores para o glufosinato e glifosato para o

volume de injecdo de 300 pL, para o AMPA ela diminui e perde resolucdo de linha de base.

Tabela 10. Area de integracdo dos analitos em funcdo do volume de injecéo.

Volume de Area integrada - concentragio 100 pg/L

injecao pl AMPA Glufosinato Glifosato
50 1016583 358289 1305665
100 1977160 686880 2637767
200 2851300 1392569 4936315

300 2208449 1620200 5744713
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5.1.9 Estudo da curva de calibracéo em diferentes solventes

Com o intuito de melhorar o cromatograma e evitar a perturbagcéo que provoca um pico
negativo proximo ao AMPA, buscou-se compatibilizar os padrdes e a fase movel. Para isso foi
realizado o teste construindo a curva de calibracdo em diferentes solventes: agua ultrapura;
fosfato de potéssio 0,010 M e metanol 8% com pH ajustado para 2,1 (fase movel) e com fosfato
de potéssio 0,010 M apenas. Cada uma dessas curvas foi injetada em 6 pontos nas concentraces
de 3, 10, 20, 50, 75 e 100 pg/L para cada analito. Os cromatogramas para cada uma das curvas

estdo mostrados nas Figuras 21, 22 e 23.

Figura 21. Curva de calibracdo em &gua ultrapura. (1) AMPA; (2) glufosinato e (3) glifosato.
Concentragdes de 3; 10; 20; 50; 75 e 100 ug/L para cada analito. Condicdes: fase movel: fosfato de
potéssio 10puM, metanol 8%, pH 2,1; volume de inje¢do 200pL, caixa de reagdo quimica: 33°C.
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Figura 22. Curva de calibracdo em fosfato de potassio. (1) AMPA; (2) glufosinato e (3) glifosato.
Concentragdes de 3; 10; 20; 50; 75 e 100 pg/L para cada analito. Condicgdes: fase movel: fosfato de
potassio 10puM, metanol 8%, pH 2,1; volume de inje¢do 200pL, caixa de reagdo quimica: 33°C.
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Figura 23. Curva de calibragdo em fase movel. (1) AMPA; (2) glufosinato e (3) glifosato.
Concentragdes de 3; 10; 20; 50; 75 e 100 ug/L para cada analito. Condicdes: fase movel: fosfato de
potéssio 10uM, metanol 8%, pH 2,1; volume de injecdo 200 pL, caixa de reacdo quimica: 33°C.
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A Tabela 11 apresenta os valores de integracédo de cada ponto, em diferentes solventes.

As injecOes de cada ponto foram realizadas uma Unica vez. A equagdo da reta e 0s respectivos

coeficiente de correlacdo r2 para cada curva em diferentes solventes sao apresentados na Tabela

12.

Tabela 11. Integragdo da curva de calibracdo para diferentes solventes

Concentracao

Agua

Fosfato de potassio

Analito (Lg/L) ultrapura Fase movel 0.010 M
3 84828 95930 62002
10 217128 281470 323811
< 20 447062 515877 578361
= 50 1166431 1532378 1482858
< 75 1676915 2280299 2203779
100 2173513 3044878 2859719
o 3 48409 34397 52476
< 10 184685 171412 189142
2 20 369095 387210 402881
5 50 931716 961865 977327
o 75 1429765 1461988 1465960
3 179373 155815 195838
o 10 610365 629036 663078
3 20 1218851 1306746 1330972
= 50 3232713 3264398 3375879
o 75 4848565 4934482 5030196
100 6481119 6599386 6730195

Tabela 12. Equacéo da reta e coeficiente de correlacdo (r?) para as curvas de calibracéo obtidas com
diferentes solventes (a4gua ultrapura, fase mével e fosfato de potassio).

Analito Equacdo da Reta r?

Agua ultrapura y =21867x + 20707 0,9987
é Fase movel y = 30804x - 32774 0,9991
< Fosfato de potassio 0,010 M y =28838x + 11731 0,9992
= Agua ultrapura y = 19005x - 8805,7 0,9999
.g Fase modvel y = 19877x - 23553 0,9999
% Fosfato de potéassio 0,010 M y =19734x - 4545,8 0,9999
I Agua ultrapura y = 65233x - 43185 0,9999
2 Fase movel y = 66296 - 35759 0,9999
5 Fosfato de potéassio 0,010 M y = 67360x - 8768,1 0,9999
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Na curva preparada com a fase movel houve alargamento dos picos, o que pode
prejudicar a andlise se houver algum interferente na regido dos analitos. Na curva preparada
com solvente fosfato de potéssio e fase movel, percebe-se que para o analito AMPA perde-se

resolucdo de linha de base, conforme pode ser observado na Figura 24.

Figura 24. Ponto da curva de calibragdo (100 pg/L) em diferentes solventes: agua ultrapura (preto),
fosfato de potéssio (rosa) e fase movel (azul). Condigdes: fase movel: fosfato de potassio 10uM, metanol
8%, pH 2,1; volume de injecdo 200 pL, caixa de reacdo quimica: 33°C.
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Optou-se pela praticidade e facilicidade em se preparar a curva com agua ultrapura.
5.1.10 Estudo da variacéo de pH

Foi realizado um estudo variando-se a concentracao de pH da fase mdvel e injetando-se
pontos da curva para o pH 2,1 e 2,2. A Figura 25 mostra um dos cromatogramas obtidos de um
dos pontos da curva. E possivel perceber que quando aumenta-se o pH para 2,2, o pico do
analito glufosinato desaparece e por esse motivo esse valor de pH foi descartado.
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Figura 25. Estudo da variagdo de pH na fase movel. Preto: pH 2,2 e rosa: pH 2,1. (1) AMPA,; (2)
glufosinato e (3) glifosato. Ponto da curva de calibracdo 25 pg/L para cada analito. CondicGes: fase
movel: fosfato de potassio 10uM, metanol 8%, pH variando de 2,1 a 2,2; volume de injecdo 200uL,
caixa de reacdo quimica: 33°C.
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Realizou-se também um ensaio variando-se a concentracdo de pH da fase mével entre
2,1 e 1,9. A Figura 26 apresenta um dos cromatogramas obtidos de um dos pontos da curva,
onde € possivel perceber que quando diminui-se 0 pH para 1,9 aumenta-se area do pico do
glufosinato e perde-se em seletividade para o glifosato. Como pode ser observado na figura,
aumentou-se o tempo de corrida para 50 minutos e mesmo assim nao foi possivel perceber sinal
do pico do analito glifosato, ficando descartada a possibilidade de trabalhar com pH 1,9. A

variacdo do pH em 0,1 unidades se mostrou como parametro critico para a metodologia.
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Figura 26. Estudo da variacdo do pH na fase movel. Preto: pH 2,1 e rosa: pH 1,9. (1) AMPA; (2)
glufosinato e (3) glifosato. Ponto da curva de calibracdo 100 pg/L para cada analito. Condicdes: fase

movel: fosfato de potassio 10uM, metanol 8%, pH variando de 1,9 a 2,1; volume de injecdo 200uL,
caixa de reacdo quimica: 33°C.

uy
60000
] 1
55000
suooué
45000
40000%
35000
] 3
30000
250005
20000 ﬂ
15000% ﬂ ‘»
10000 ‘ ]I
5000 ﬂ 2 | h
E i \ | I'\ !
D—- ,i ) =
5000 ”
0.0 50 10.0 15.0 200 250 00 B0 400 450 imin

O pka da primeira ionizacdo do glifosato (Figura 27) € abaixo de 2, e manter o pH 2,1
da fase mdvel garantiu a ionizacdo da molécula e sua interacdo com a coluna anidnica. E
possivel também que o pH 1,9 ndo tenha favorecido a ionizacao e a formacéo do derivado OPA,

0 que justifica a auséncia de resposta do glifosato no cromatograma.
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Figura 27. Equilibrio e dissociacéo do herbicida glifosato
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Fonte: Coutinho e Mazo (2005).
5.1.11 Estudo da concentracdo das amostras por liofilizacao

As concentracOes de glifosato, AMPA e glufosinato em amostras reais coletadas em
campo geralmente encontram-se em niveis bastante baixos. H& diversas métodos analiticos
desenvolvidos nos quais o Limite de Quantificacdo (LOQ) € alto quando comparado as
concentracdes encontradas em amostras reais. Buscou-se entdo desenvolver um método com
menor LOQ do método por meio da concentracdo das amostras por liofilizacéo.

Na liofilizagdo o produto congelado a uma temperatura abaixo de -30°C ¢é submetido a
alto vacuo, fazendo com que a dgua que foi transformada em gelo seja sublimada, ou seja, passe
diretamente do estado solido para o estado gasoso, resultando num produto final com uma
estrutura porosa livre de umidade e capaz de ser reconstituida pela simples adi¢do de agua. Na
literatura foi encontrado apenas um artigo que utiliza liofilizacdo como técnica de pré-
concentracdo para analise do herbicida glifosato e seu metabdlito AMPA (Ramirez, Bellmund
e Gardinali, 2014).

O procedimento de liofilizagdo foi testado utilizando-se o liofilizador K105 a
temperatura abaixo de - 70 °C e presséo inferior a 100 uHg (LIOBRAS). Inicialmente amostras
de agua superficial foram fortificadas em trés niveis para cada analito: 10, 15 e 20 pg/L. Um

volume de 5 mL de cada uma dessas amostras fortificadas foi liofilizado e ressuspendido em
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500 pL, isto é, concentrado 10 vezes. Apds injecdo das amostras liofilizadas observou-se que
n&o seria eficiente para o analito AMPA, em funcéo de interferentes no seu tempo de retencéo
(vide cromatogramas na Figura 28). Entretanto, para os analitos glufosinato e glifosato o

método se mostrou eficiente com recuperacéo entre 95 e 110%.

Figura 28. Amostra de agua superficial, fortificada com 10, 15 e 20 ug/L, liofilizada e analisada. (1)
glufosinato e (2) glifosato. Condicdes: fase mével: fosfato de potassio 10uM, metanol 8%, pH 2,1;
volume de injecdo 200pL, caixa de reacdo quimica: 33°C.
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5.1.12 Acidificacdo das amostras

Na literatura ha diversos procedimentos analiticos para analise de 4gua, dentre os quais
acidificacdo da amostra com acido fosforico até o pH 2,0 e filtragdo posterior com membrana
de 0,45 pm antes da injecdo no sistema HPLC (Silva, 2009). O procedimento faz com que
ocorra decantagdo de &cidos humicos dissolvidos nas amostras, que sdo removidos com
procedimento de filtracdo, sem afetar os analitos.

O procedimento de tratamento com as amostras foi testado, injetando-se trés amostras

de &gua superficial acidificadas e trés sem o procedimento de acidificacdo. Todas as amostras
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foram fortificadas com a concentragdo de 100 pg/L de AMPA, glifosato e glufosinato. A
inclusdo dessa etapa ndo alterou as &reas do pico integradas para nenhum dos analitos. Com
relacdo aos inferentes nos cromatogramas, ndo foi observada diferenca significativa entre o
procedimento com e sem acidificagéo.

O procedimento foi testado para amostras liofilizadas, no objetivo de reduzir os
inferentes nas amostras concentradas. O volume de ressuspensdo apos a liofilizagéo é pequeno
(apenas 500 pl), e dessa forma nédo seria possivel acidificar apos a liofilizacdo. Foi realizado
um teste com seis amostras fortificadas, acidificando-se trés amostras ao pH 2 antes do
procedimento de liofilizag&o, e as outras trés amostras foram usadas para controle, sem a etapa
de acidificacdo. A Figura 29 mostra os tubos falcon das respectivas amostras testadas, onde
percebe-se que em todos os tubos cujas amostras foram acidificadas ha formacdo de um
precipitado amarelo no final do dito tubo. No cromatograma dessas amostras ndo foi possivel
detectar nenhum dos analitos (Figura 30), e assim optou-se em néo acidificar as amostras nessa

metodologia.

Figura 29. Acidificacdo das amostras: 3 amostras acidificadas (lado esquerdo) e 3 amostras nao
acidificada (lado direito).
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Figura 30. Cromatograma de amostras fortificadas com 10 pg/L. Preto: sem acidificacdo e rosa:
acidificada. (1) glufosinato e (2) glifosato. Condigdes: fase movel: fosfato de potassio 10uM, metanol
8%, pH 2,1; volume de injecdo 200uL, caixa de rea¢do quimica: 33°C.
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5.2 Definicéo das condicdes cromatogréaficas

As condicbes cromatogréaficas finais do método otimizado foram as seguintes:
v' Sistema de bombeamento isocratico, fluxo constante de 0,5 mL/min, fase movel
e solucBes de derivatizacdo pos coluna.
v Coluna de troca idnica da Hamilton (PRP-X100, 10 pm, 250x2,1 mm),
acondicionada a 26°C
Tempo de corrida: 22 min
Volume de injecéo: 200 pL
Fase movel isocratica: metanol 8% e fosfato de potassio 10 uM, pH = 2,1.

AR NERNEEN

Caixa de reagédo quimica: 33°C

Apos eluicdo na coluna, o analito foi é oxidado com hipoclorito de célcio, o produto

(glicina) reage com OPA a 33° C, e o produto fluorescente é detectado no detector de
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fluorescéncia com excitacdo a 340 nm, com detec¢do de emissdo a 455 nn. A quantificacdo do
analito é feita contra uma curva analitica preparada em agua ultrapura (Milli-Q).

Em resumo, no método de analise de glifosato e glufosinato em agua e otimizado neste
estudo, 5 mL da amostra de agua é filtrada em um filtro de 0,45 um e liofilizada, o residuo
ressuspendido em 500 pL, homogeneizado em vortex e injetado no HPLC. Para analise de
AMPA, a amostra ndo foi submetida ao processo de liofilizacdo, e uma aliquota € injetada

diretamente no sistema. A Figura 31 ilustra o procedimento de maneira esquematica.

Figura 31. Esquema geral do procedimento laboratorial de determinagdo de AMPA, glifosato e
glufosinato em &gua por HPLC-fluorescéncia

Amostra filtrada

AMPA - injecdo direta
no HPLC

Glifosato e
glufosinato

Excitacdo 340 nm

Emissdo 455 nm

Liofilizacdo 5 mL Ressuspensao em

500ul

5.3 Validacao do método otimizado

Apo6s a definicdo do método otimizado, foram realizados ensaios para validacao
analitica de acordo com as diretrizes estabelecidas pela Anvisa (Anvisa, 2006).
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5.3.1 Seletividade

A avaliagdo da seletividade do método consistiu em injetar uma aliquota de amostra
branca (agua ultrapura) e compara-la com uma amostra fortificada com os respectivos analitos.
A auséncia de resposta, no mesmo tempo de retencédo, para cada analito na matriz branca indica
que o0 método ¢é seletivo. O método de concentracdo das amostras por liofilizacdo foi testado,
liofilizando-se uma amostra branca, e uma amostra do branco fortificado.

A Figura 32 ilustra a seletividade do método por meio de cromatogramas obtidos da
matriz branca e da matriz branca fortificada. A matriz branca ndo apresentou nenhum pico
interferente no mesmo tempo de retencdo dos analitos, indicando que as condic¢des de extracéo

e anélise cromatogréfica foram satisfatorias, e evidenciando a seletividade do método.

Figura 32. Ensaio da seletividade. Preto: branco (dgua ultrapura), marrom (1): AMPA; rosa (2)
glufosinato e azul (3) glifosato. Ponto da curva de calibragdo 100 pg/L para cada analito. Condices:
fase movel: fosfato de potassio 10puM, metanol 8%, pH 2,1; volume de injecdo 200uL, caixa de reagdo
guimica: 33°C.
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Para o procedimento de concentragdo das amostras por liofilizacdo, a metodologia
analitica ndo se mostrou seletiva para o analito AMPA em funcdo de picos interferentes no

mesmo tempo de retencéo desse analito (Figura 28 — se¢do 5.1.11).
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5.3.2 Linearidade, intervalo da curva de calibracéo e faixa de aplicacao

A linearidade de um método pode ser observada nas curvas de calibragdo e da equacéo
da regressdo linear, determinada pelo método dos minimos quadrados. Para tal, deve ser
verificada a auséncia de valores discrepantes para cada nivel de concentracdo e a
homocedasticidade dos dados, antes de fazer a regressao linear (Inmetro, 2010).

A linearidade foi avaliada com a constru¢do de uma curva analitica de 7 niveis em matriz
branca fortificada com trés replicatas auténticas. A homocedasticidade da curva foi avaliada
pelo teste de Cochran (ISO, 2001). A Tabela 13 traz os valores calculados pelo teste de Cochran
para cada analito, onde observa-se que para todos os analitos os valores calculados foram
menores do que o valor tabelado, indicando assim homocedasticidade.

Tabela 13. Teste de Cochran para homocedasticidade considerando 7 niveis em triplicata.

Analito C calculado
AMPA 0,462
Glufosinato 0,070
Glifosato 0,426

C tabelado = 0,561 (para K= 7; n=3)

Apos o teste de Cochram, ficou estabelecida a construcao da curva analitica empregando
regressdo linear por minimos quadrados. A correlacdo entre o sinal (area do pico) e a
concentracdo da espécie é definida por uma equacdo matematica, que pode ser expressa como

uma equagcao de reta:

y = ax+b

Sendo:

y = resposta medida ou sinal analitico

x = concentragdo do analito, variavel independente

a = inclinacdo da curva analitica

b = interseccédo da curva com a ordenada (coeficiente linear)

Embora somente dois pontos definam uma reta, na pratica as curvas analiticas devem
ser construidas por no minimo cinco pontos (Ribani et al., 2004). Além dos coeficientes de
regressio a e b, foi calculado a partir de pontos experimentais o coeficiente de correlagdo r?. A
recomendacéo do Inmetro para o coeficiente de correlagéo € de valores acima de 0,90, enquanto

gue a Anvisa recomenda valores superiores a 0,99 (Anvisa, 2003; Inmetro, 2003).
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A linearidade foi avaliada por meio de 6 curvas analiticas da matriz branca fortificada
nos niveis 0,5; 1; 7; 10; 25; 35 e 50 pg/L para AMPA: 2; 7; 10; 25; 35 e 50 pg/L para glifosato
e 0,7; 2; 7; 10; 25; 35 e 50 para glufosinato (n=6 em cada nivel). A curva analitica, a equacéo

da reta e os respectivos coeficientes de correlacao para cada analito séo apresentados nas Figura

33.

Figura 33. Curvas analiticas obtida para 0 AMPA, glufosinato e glifosato.
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O intervalo da curva de calibracdo para quantificacdo das amostras ficou definido: 0,5,
1;10; 25; 35 e 50 pg/L para AMPA; 2; 7; 10; 25; 35 e 50 pg/L para glifosato e 0,7; 2; 10; 25;
35 e 50 para glufosinato. O dltimo ponto da curva dos trés analitos ficou definido como 50
Mg/L, sabendo-se niveis acima deste valor ndo sdo esperados na agua (Silva, 2009).

De acordo com a portaria brasileira do Ministério da Saude n° 2.914 de dezembro de
2011 o VMP para glifosato é de 500 pg/L isoladamente ou em combinagdo com seu principal
metabolito, o AMPA. Foi realizado um teste injetando-se concentracdes dos analitos em valores
acima de 50 pg/L até 600 ug/L, para testar se 0 método desenvolvido poderia ser utilizado em
uma faixa acima do que é estabelecido na legislacdo. A Figura 34 apresenta os resultados da
curva com inje¢des de concentracdo até 600 pg/L. O método indica valores significativos dentro

dessa faixa de concentracdo e poderia ser utilizado para a quantificacdo até esse valor.

Figura 34. Curva de calibragéo no intervalo de 50 a 600 pg/L. 1. AMPA, 2. Glufosinato e 3. Glifosato.
Condicoes: fase movel: fosfato de potéssio 10uM, metanol 8%, pH 2,1; volume de inje¢do 200pL, caixa
de reacdo quimica: 33°C.

100000
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5.3.4 Precisao do sistema HPLC - FL

A precisdo do sistema HPLC foi avaliada pela repetitividade e pela preciséo
intermedidria utilizando-se matriz branca (agua ultrapura) fortificada. A repetitividade é
avaliada como o grau de concordancia entre os resultados de medic¢des sucessivas de um mesmo
método, efetuadas sob as mesmas condi¢des de medicdo, pelo mesmo analista, com 0 mesmo
instrumento usado sob as mesmas condicdes e repeticbes em um curto intervalo de tempo. A
precisdo intermediaria é reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos resultados
em um unico laboratorio, e indica o efeito das variacdes dentro do laboratorio devido a eventos
como diferentes dias (Ribani et al., 2004).

Na avaliagdo da repetitividade e precisdo intermedidria, a matriz branca foi fortificada
em 6 niveis diferentes: 0,5; 1; 10; 25; 35 e 50 pg/L para AMPA,; 2; 7; 10; 25; 35 e 50 pg/L para
glifosato e 0,7; 2; 7; 10; 25; 35 e 50 pg/L. A repetitividade foi avaliada pela analise de amostras
fortificadas em sextuplicata no mesmo dia pela mesma analista. A preciséo intermediaria foi
avaliada por 7 dias consecutivos para cada nivel pela mesma analista, e para descrever a
precisdo e precisdo intermediaria do conjunto de repeticdes de dados foi utilizado o desvio
padrdo e o coeficiente de variacdo (CV), que apresentam significancia estatistica para analise
da preciséo (Skoog, 2002).

Os resultados obtidos dos ensaios de precisao e precisdo intermediaria sdo apresentados
na Tabela 14. Todos os analitos apresentaram CV menor que 20% para repetitividade e preciséo
intermediaria em todos os niveis testados, demonstrando que o método apresenta precisdo

satisfatoria para a faixa de concentracdo avaliada (Skoog et al., 2008).
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Tabela 14. Ensaio de repetitividade e precisdo intermediaria com matriz branca fortificada. Médias,
coeficientes de variacdo (CV, %) e desvio padréo.

Repetitividade n=6 Precisdo intermediaria n=7
Concentracao
Média (area) CV (%) Média (area) CV (%)
em pg/L

0,5 43356 7,1 30474 18,8
1 53640 7,3 49338 16,5

E 10 387845 10,9 240497 7,1
<§( 25 1022770 4,2 715913 11,5
35 1569952 2,7 942088 15,3

50 2140704 2,4 1557630 16
2 27474 11,5 32101 16,9
° 7 98585 4,6 120084 15,3

e 10 144135 30 183116 9
g 25 362480 18 474009 15,1
o 35 519867 3,1 683895 12,5
50 742316 2,7 961185 13,8

0,7 30130 59 35028 17
2 116045 6,3 335353 11,3
g 10 378862 4.4 472837 13,9
E 25 1002737 3,7 1326355 13,6
© 35 1478085 4,6 1764275 12,5
50 2053124 2,9 2655075 12,4

5.3.5 Preciséo, e exatidao do procedimento de concentracdo de amostras por liofilizagdo

Os parametros de exatiddo, precisdo e recuperacdo do método de concentracdo de
amostras por liofilizagao foram avaliados pela comparacéo da concentracao esperada e presente
na amostra apos a fortificacdo e liofilizacdo, considerando as areas dos picos dos analitos
obtidos antes e depois da fortificacdo. O analito AMPA foi desconsiderado nesses ensaios ja

que sua determinacgédo nao envolve liofilizacao.
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As comparag0es foram realizadas em 3 niveis de fortificacdo para glufosinato (0,3, 1,2
e 2 ug/L) e glifosato (0,2, 0,6 e 1 pg/L). Um volume de 5 mL da amostra fortificada foi
liofilizado e o residuo ressuspendido em 500 uL (concentracdo 10x), homogeneizado em vortex
e injetado no sistema para analise. A repetitividade foi avaliada pela analise de amostras
fortificadas em sextuplicata no mesmo dia pela mesma analista. A precisdo intermediaria foi
avaliada em sextuplicata em 2 dias diferentes pela mesma analista. A recuperacdo média
(exatiddo), o desvio padrdo (DP) e o coeficiente de variacdo (CV) obtidos nos estudos de
concentracdo das amostras por liofilizacdo para andlise de glufosinato e glifosato estdo

apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Ensaio de recuperagdo com matriz branca fortificada e liofilizada. Coeficientes de Variacéo
(%CV), obtidos em 3 niveis de concentracao.

Repetitividade n=6 Precisdo intermediaria n=6
Conc.  Meédiada Meédia da
€M  recuperagao CV (%) recuperagao CV (%)
o Ho/L (%) (%)
§ 3 72 1,8 72 2,6
3 12 86 59 87 54
8 20 94 4,0 91 3,4
I 2 74 2,1 73 3,0
g o 84 79 90 9,4
o 10 82 9,1 86 9,9

Dado que os valores estabelecidos como aceitaveis para recuperacdo se encontram na
faixa de 70-120%, pode se afirmar que a recuperacdo média do método para quantificacdo de
glufosinato e AMPA em agua estd dentro dos valores regulamentados (Inmetro, 2010). As
recuperacdes apresentaram valores acima de 70% para todos os niveis, com CV < 20%,

indicado que o método tem boa precisdo e exatidao (Anvisa, 2003; Ribani et al., 2004).

5.3.6 Robustez

Em HPLC, a robustez pode ser avaliada, por exemplo, variando-se o contetdo de
metanol na fase movel em £ 2% ou o pH da fase mdvel em 0,1 unidades de pH. Se estas
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mudancgas estiverem dentro dos limites de exatid&o, precisdo e seletividade aceitaveis, 0 método
possui robustez e tais variagdes podem ser incorporadas ao procedimento (Ribani, 2004).
Durante o processo de desenvolvimento do metodo, foram realizados varios testes de
diversos parametros para otimizar o método como variacao do pH, da concentracdo de metanol
na fase mdvel e variacdo da temperatura da caixa de reacdo. Esses testes foram consideradas
para analise da robustez. Para os parametros de variagdo de metanol e temperatura do forno da
caixa de reacdo quimica, 0 método se apresentou robusto, em termos de variacdo de pH o

método ndo € robusto, sendo bastante sensivel a pequenas variacdes de pH.

5.3.7 Limite de Deteccdo (LOD) e Limite de Quantificacdo (LOQ)

Para os parametros acima, a resolucdo da Anvisa (Brasil, 2012) ndo menciona nenhum
método a ser aplicado. O limite de quantificacdo (LOQ) representa a menor concentracdo do
analito que pode ser medida por um procedimento analitico. Na determinacdo do LOQ, é
importante assegurar-se que os critérios de preciséo e recuperacdo sejam atendidos neste nivel
de concentracdo do analito. Na literatura diversos trabalhos recomendam entre o sinal e o ruido
da linha de base a razdo de 2 ou 3:1 para 0 LOD. O LOD pode ser definido também pelo método
visual, onde emprega-se a menor concentracdo visivel de tal modo que o ruido e o sinal analitico
possam ser distinguiveis (Ribani et al., 2004).

Neste trabalho o LOQ foi estabelecido como a mais baixa concentragdo que pode ser
quantificada no equipamento, dentro dos parametros de precisdo e exatiddo. O LOD foi

estabelecido como a metade do LOQ. A Tabela 16 abaixo apresenta os valores.

Tabela 16. LOD e LOQ do método desenvolvido e validado.

Analito LOQ (ug/L) LOD (ug/L)
AMPA 0,5* 0,25*
Glufosinato 0,3** 0,015**
Glifosato 0,2** 0,1**

*amostra ndo liofilizada, ** amostra liofilizada
Segundo o Standard Methods o limite de deteccdo reportado com tal método é de 25
ug/L para o glifosato e AMPA (Apha, 1998). O presente trabalho otimizou o método, com
limites de deteccdo abaixo, sendo: 0,5 e 2 pg/L para AMPA e glifosato. Se a etapa de pré-
concentragdo por glifosato for incluida no procedimento analitico, o limite de deteccdo pode

ser reduzido até 0,2 pg/L.



5.4 Andlise de amostras de agua coletadas em campo na regido de estudo

O protocolo analitico foi aplicado em 63 amostras de agua provenientes de cérregos
situados em pequenas comunidades agricolas adjacentes a grandes fazendas de soja, na regiao
planalto do municipio de Santarém, regido oeste do Par, na Amazonia brasileira. As amostras
coletadas foram analisadas em julho de 2015. Nas 33 amostras coletadas em 2012 e 2013 néo
foi detectada presenca dos analitos AMPA, glifosato e glufosinato (< LOQ), ao passo que em

6 de 30 amostras coletadas em 2015 foi encontrado o analito AMPA (Tabela 17).

Tabela 17. Resultados das amostras positivas, coletadas em campo.

Amostra Local Data da coleta AMPA
(Hg/L)
12/2015 Riacho verde 23/02/2015 0,86
13/2015 Riacho verde 23/02/2015 0,65
14/2015 Rio Moju 24/02/2015 0,65
15/2015 Rio Moju 24/02/2015 0,87
16/2015 Rio Moju 24/02/2015 1,21
30/2015 Reservatério 27/02/2015 1,93

Um dos cromatogramas obtidos das amostras positivas € apresentado na Figura 35.
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Figura 35.Cromatograma da amostra 30/2015 (reservatorio), concentracdo: 1,93ug/L de AMPA. (1)
AMPA, (2) glufosinato e (3) glifosato. (a) rosa: amostra real; (b) preto: curva, concentracdo: 2 ug/L
AMPA; 3 ug/L; 2 pg/L.

ki

5000

] 1
] 2
D_M—‘Q
; AN
-5000 b

10000

15000

-20000-

-25000]

-30000

-35000]
-40000-]

-45000

-50000-]

on 25 &0 75 o 125 180 175 200 225 min

A presenca de AMPA nas amostras indica que em algum momento o glifosato esteve
presente na agua como um resultado da sua aplicacdo no campo e suscitou importantes
questionamentos sobre o(s) risco(s) de exposicdo humana ambiental a tais compostos
organicos, 0s quais atualmente sdo objeto de bastante controvérsia em termos de potencial
toxico ao ser humano (Fritschi et al., 2015; Gasnier et al., 2009).

As concentracdes de AMPA encontradas nas amostras positivas estdo abaixo dos limites
estabelecidos pela legislacdo brasileira com a Resolu¢do Conama n° 357, que prevé como limite
maximo de glifosato na dgua doce para classe 1 o valor de 65 pg/L (BRASIL, 2005), e estéo
abaixo do que é estabelecido pelo ministério da satde, VPM: 500 pg/L (BRASIL, 2011).

Apesar das concentragdes serem baixas e compativeis com as normas brasileiras para
uso de agua potavel, é importante um monitoramento constante nos corpos hidricos proximos
a regides agricolas que utilizam os agrotoxicos, a fim de melhor compreender os processos
ambientais com relagdo aos impactos na bacia hidrografica.

As amostras de agua foram coletadas na regido de Santarém em setembro de 2012,
marco de 2013 e fevereiro de 2015. As amostras foram mantidas a -20 °C e analisadas em junho

de 2015. Todas as amostras positivas foram coletadas em fevereiro de 2015. E possivel que
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tenha havido degradacdo dos analitos durante o periodo de estocagem, inclusive para as
amostras positivas de 2015, cujos o0s niveis detectados podem estar sub-estimados.

Um estudo sistematico poderia ser realizado posteriormente sobre os possiveis fatores
fisicos e/ou quimicos que provavelmente influenciam o periodo maximo que se pode esperar
para fazer as anélises dos analitos glifosato, AMPA e glufosinato em amostras de agua bruta
sem que haja degradacdo e perda do analito.

Na literatura alguns autores sugerem recomendacdes para analise de agrotdxico em
agua, incluindo que a andlise seja feita 0 mais rapidamente possivel apds a coleta (Parron,
Muniz e Pereira, 2009). Se uma andlise imediata ndo é possivel, as amostras devem ser
estocadas a temperaturas entre 2 e 5 °C, ndo mais que 2 a 3 dias. O periodo de estocagem das
amostras pode ser mais longo apenas a temperaturas abaixo de -20 °C, em frascos plasticos
(Spadatto et al., 2004). Outros autores nao indicam qual a forma adequada para armazenamento
e preservacdo de amostra de agua para esse tipo de anélise em seus protocolos (Colombo e
Masini, 2014; Silva, 2009).

5.3 Percepcao de familias de agricultores sobre os riscos ambientais e de salide associados

a expansao dos cultivos de soja em Santarém e Mojui dos Campos

A expansdo da soja em Santarém vem causando polémica entre os moradores,
principalmente em funcdo da especulagéo criada a respeito dos danos ambientais advindos do
desmatamento, da venda indiscriminada de pequenas propriedades, causando o éxodo rural e
por todo tipo de degradacdo e poluicdo do meio ambiente local que ja estdo ou poderdo
acontecer na regido (Carvalho e Tura, 2006).

O objetivo dessa sec¢do do estudo foi analisar por meio de um questionario de cunho
descritivo e exploratério as percepcgdes de familias de agricultores sobre os possiveis riscos
ambientais e a saude humana associados a expansdo dos cultivos da soja na regido rural de
Santarém e Mojui dos Campos.

O questionario em anexo foi aplicado de forma individual para um total de 28 pessoas
de 3 comunidades, sendo 10 da comunidade de Acaizal, 10 da comunidade de Porto Alegre, e
8 da comunidade de Boa Sorte. As repostas dos individuos foram anotadas pela pesquisadora
no momento da entrevista e analisadas posteriormente. Do total, 60% sdo do sexo masculino e
40% do sexo feminino, e cerca de 93% sao naturais do municipio de Santarém. A faixa etaria

variou bastante, de 14 a 66 anos de idade.
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Observou-se um nivel socioecondmico muito baixo entre os entrevistados, com mais de
70% das pessoas com renda abaixo ou igual a um salario minimo. A escolaridade da maioria
das pessoas entrevistadas (94%) nédo passa do secundario incompleto, e cerca de 57% daquelas
pessoas ndo completou o ensino fundamental. A Tabela 18 apresenta os dados socio

demograficos obtidos.

Tabela 18. Dados sdcio-demograficos das comunidades rurais da regido de Santarém e Mojui dos
Campos (PA).

(N= 28) - Frequéncia (%)

Comunidade Acaizal 36
Boa Sorte 29
Porto Alegre 36
Sexo Masculino 61
Feminino 39
Faixa etaria 14 a 26 18
27a39 25
40a 52 32
53 a 66 25
Naturalidade Santarém 93
Outros 7
Escolaridade Analfabeto 7
Primério incompleto 50
Primario completo 21
Secundario incompleto 14
Secundario completo 4
Nivel superior 4
Analfabeto 7
Nivel >RS$ 724,00 71
Socioecondmico >RS$ 1.448,00 18
> R$ 1.448,01 11
Trabalha na Sim 100
agricultura N&o 0
Local de trabalho Propriedade propria 100
Grandes fazendas 0
Modelo de Organico 82
agricultura Convencional 18
Producéo Subsisténcia 11
Abastecimento local 89

Todos os entrevistados sdo agricultores, e possuem seus pequenos pedagos de terra onde
trabalham com agricultura de subsisténcia e abastecimento do comércio local. Cerca de 82%

dos agricultores ndo utilizam agrotdxico e varios citaram que atualmente esta dificil a plantagédo
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de organico: “as pragas aumentaram. Aqui tem um besouro que ataca a plantacdo. Na
agricultura artesanal ndo da para aplicar veneno. A mandioca esta dando lagarta. Apos a
vinda dos sojeiros tudo estd mudando” (relato do entrevistado 12).

E possivel observar nas declaragdes dos entrevistados mudancas no processo do manejo
tradicional, com a introducdo de inovagBes quimicas e mudangas na biodiversidade local,
segundo relato do entrevistador 8 “Imagino que a fartura que tinha com o agai hoje esta
acabando. O acai diminuiu por causa do veneno. Os gauchos jogam veneno, quando chove
a enxurrada joga tudo onde tinha acai”.

A regido agricola de Santarém e Mojui dos Campos esta passando por um rapido
crescimento de atividades agricolas de larga escala, especialmente as monoculturas de soja, 0
desmatamento da floresta tropical, e a mudanca de vida de pequenas comunidades tradicionais,
0 que ficou evidenciado durante as entrevista. Com base nas respostas obtidas sobre os
processos de mudancas, algumas questdes sdo apresentadas de forma esquematica na Tabela
19.

Tabela 19. Percepgdo de mudanga em familias de pequenos agricultores da regido de estudo.

(N= 28) Frequéncia (%)

Com relacdo a Perspectiva positiva: oportunidade de emprego, 29
agricultura, o que uso da tecnologia na agricultura
mudou na regido em
Santarém nos ultimos Perspectiva negativa: como diminuigdo da 61
anos ou em sua agricultura familiar, aumento do nimero de
comunidade praga e/ou contaminacao da dgua

Perspectiva positiva e negativa 11
Pretende ficar na regido | Sim 96
de Santarém

Né&o 4
Gostaria que seus filhos | Sim 71
ficassem aqui? Né&o

29

Conhece pessoas que ja | Sim 96
sairam da regidao? N&o 4
Porque as pessoas se Ma qualidade das estradas, transporte e/ou falta 36
mudaram da regido? de energia elétrica

Sairam em busca de uma melhor qualidade de 50

vida e/ou trabalho

Outros 14
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(N=28) Frequéncia (%)

Como vocé vé a sua Associou a perspectivas positivas, como acesso a 43
vida, da sua familia, escola, salde, qualidade de vida e transporte

para sua comunidade

daqui a 10 anos Associou a perspectivas negativas como 46

contaminacgdo da agua venda, de terras, ocupacao
da soja e diminuic¢do do numero de pessoas na
comunidade.

Associou a aspectos positivos e negativos 11

A contaminacdo pode ocorrer pela disperséo do ar e atingir as casas, contaminando 0s
moradores da regido que sequer trabalham na agricultura utilizando esses produtos quimicos.
InformacBes obtidas através do questionario indicam risco de exposi¢cdo a agrotoxicos,
principalmente pela via respiratdria; quando passam nas estradas proximos a lavoura, alguns
relataram que: “respigam goticulas de veneno no corpo” (Relato entrevistado 9). E importante
ampliar as possibilidades de analise em outras matrizes, como solo, ar, urina e sangue, para
subsidiar uma avaliacdo dos possiveis efeitos sobre a salde desta populacdo e sobre 0 meio
ambiente.

Pouco mais de 92% dos entrevistados tem nog¢do do perigo a saude que 0s agrotoxicos
podem trazer; segundo relato da entrevistada 11: “quando eles jogam veneno, sinto dor de
cabega. Fico tonta”. Cem por cento dos entrevistados percebe que 0 mesmo pode contaminar
a agua e peixes, e a maioria alegou ndo beber dgua dos igarapés (78%), dizendo nédo considerar
a 4gua do igarapé prépria para 0 consumo.

Somente 17,8% dos agricultores entrevistados disseram incorporar em suas praticas as
técnicas utilizadas em grandes fazendas. Um fato relevante é que os moradores das
comunidades ndo conseguem emprego nas grandes fazendas. Segundo relatos: “Os sojeiros
ndo dao servicos para os comunitarios; trazem tudo de fora (pessoas e maquinas) e nao dao
trabalho, servico para as pessoas locais” (entrevistado 7). Mais de 60% veem o aumento da
agricultura na regido de maneira negativa, e somente 4% deles disseram querer sair da regiao,
mas quase 30% gostaria que seus filhos buscassem um lugar com melhores perspectivas de
futuro.

Quase 100% deles conhece pessoas que se mudaram dali em busca de um futuro melhor,
sendo que 50% das pessoas mencionadas foram em busca de qualidade de vida. Quanto as
perspectivas de futuro, os agricultores se mostraram divididos, em geral ndo sabem se a vida

pode melhorar ou piorar com o avango da fronteira agricola.
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As fazendas que plantam soja sdo altamente mecanizadas e seus proprietarios sao
originarios das regides sul e centro-oeste do Brasil. Eles tém escolaridade superior e dominam
bem as nocdes de base em agronomia, contrariamente aos pequenos agricultores familiares do
interior da regido de estudo. Segundo o entrevistado nimero 1: “Se continuar com as pessoas
vendendo terreno para os gauchos, vai acabar as comunidades. O preco por hectare é de R$
1.000,00”.

Nas falas dos trabalhadores, percebe-se as dificuldades encontradas para a manutencéo
de suas atividades agricolas, sejam elas de infraestrutura ou financeiras. Segundo o entrevistado
namero 2: “Quando iam trazer a soja, disseram para agente que iria trazer desenvolvimento,
porém as areas que eles utilizam sdo grandes, mas os funcionérios sdo poucos”. O
agronegocio ¢ um modelo agricola que aumenta a produtividade, mas também incentiva a
monocultura em grandes extensfes de terra, causando a perda da biodiversidade e excluindo
pequenos agricultores familiares, que sobrevivem da producdo em pequena escala, causando
entre outros, o éxodo rural. Tal pratica traz consigo impactos sociais, a0 meio ambiente e a
salide humana (Delgado, 2010). Os dados de percepcdo de risco ambiental sdo apresentados na
Tabela 20.

Tabela 20. Percepcdo de risco ambiental

(N=28) Frequéncia (%)

Utiliza agrotoxico Né&o 79
Sim (glifosato) 21
O trabalho na agricultura pode trazer alguma | Sim 39
problema para sua satde Nao 57
Intoxicou com agrotoxico Sim 36
Né&o 64
Agrotdxicos pode trazer problema para salde Sim 93
Né&o sabe 7
Agrotdxico causa contaminacdo das aguas e dos | Sim 100
peixes Nao 0
Bebe agua do Igarapé Nao 79
Sim 21
Qual a qualidade dos igarapes Né&o sei 7
Boa 18
Ruim 75
Utiliza técnicas de agricultura aprendidas em | Sim 18
grandes fazendas da regido Nao 82

Abaixo, estéo presentes as fotos que descrevem e mostram diversas situagdes presentes

no cotidiano dos agricultores da regido de estudo. O trabalho de campo para coleta de amostras
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de &gua e aplicacdo de questionario se mostrou muito importante para evidenciar algumas
caracteristicas do local, tais como: biodiversidade presente nas pequenas comunidades, como
plantas da regido e pequenas plantacGes, como pimenta, contrastando com o0s grandes
plantacdes de soja. Além de haver a monocultura, ha também a retirada da vegetacdo nativa,
responsavel pela manutencgdo do equilibrio no ecossistema local.

Conforme pode ser observado na Figura 36, € comum a aplicacdo de agrotoxico ao
lado de pequenas comunidades tradicionais da regido, e grande parte do territdrio € atingida por
essas substancias quimicas assim como diferentes grupos populacionais estdo envolvidos
(Inouye et al., 2015). Varios entrevistados relataram que a qualidade da 4gua diminuiu: “agua
fica suja, a agua fica estranha” (relato entrevistado 10). Na comunidade de Agaizal alguns
relataram uma série de problemas relacionados a salude dos moradores da comunidade:
“guando comecou a utilizar o agrotoxico aqui varias pessoas da comunidade comecaram a

ter coceiras na pele, problema de pele” (relato entrevistado 7).

Figura 36. Gafanhoto pulverizando agrotoxico na lavoura préximo a comunidade de Porto Alegre,
Santarém — PA. (Janeiro de 2014).

Fonte: Autora

E inquestionavel que a utilizacdo de agrotoxicos é hoje uma ferramenta de grande
importancia para producgdo agricola, entretanto é preciso que essa ocorra de forma produtiva,

saudavel e sustentavel e ndo afete a vida de comunidades tradicionais.
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As implicagcBes quanto a aplicacdo de agrotéxico na agricultura estdo relacionadas
principalmente a qualidade ambiental, como por exemplo, em Santarém diversos igarapés
tiveram suas dguas comprometidas. Ha riscos para as comunidades aquaticas e para populacdes
ribeirinhas que se utilizam destas dguas para pesca e/ou recreacdo, e para populacdes que
utilizam aguas para consumo humano.

Conforme pode ser observado na Figura 37 do cérrego tributario do Rio Moju, ha
criancas tomando banho e uma pessoa lavando verdura que provavelmente sera utilizada na
alimentacdo. E importante destacar que o corrego passa por grandes areas de lavoura até

chegada desse ponto.

Figura 37. Corrego tributério do Rio Moju. Santarém — PA (Fevereiro de 2015).

| SR, S

Fonte: Autora.

A paisagem da regido do planalto de Santarém é atualmente dominada por grandes areas
de cultura de soja, as quais rodeiam comunidades menores de pequenos agricultores. Em muitas
areas so permaneceram algumas poucas casas espalhadas, e conforme observa-se na Figura 38
a plantagdo de soja encontra-se a poucos metros da estrada e envolve pequenas propriedades
rurais como as da imagem. Nota-se também o cultivo de alimentos organicos, em pequenas
hortas proximas a grandes plantacdes de soja.
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O avango da soja no bioma amaz6nico traz consigo importantes mudancas de uso da
terra, com consequentes riscos de processos de contaminagdo ambiental tanto terrestre quanto
aquatica, o que por sua vez gera conflito socioambiental devido, entre outras coisas, aos riscos
a satide humana de pequenas comunidades tradicionais. E razoavel considerar a possibilidade

de contaminagdo dos cursos d’agua e pogos dos quais se abastecem a populacao.

Figura 38. Comunidade rural da regido do Planalto de Santarém — PA (Fevereiro de 2015).

Fonte: Autora.

A crescente utilizacdo de glifosato torna importante a avaliagdo constante de suas
concentragdes no ambiente, visto que eventuais contaminagdes ambientais podem representar
importantes vias de exposicdo humana, com potencial de danos a saude humana e a
biodiversidade.

O desmatamento da regido € grande e afeta a qualidade da bacia hidrografica que sofre
varios impactos como a eliminacdo de matas de galerias em areas de preservacao permanente,
impermeabilizacdo do solo, e erosdo formada pelo escoamento superficial indisciplinado, além
de deposicédo de solo gerado pelos processos de assoreamento (Aguiar, Peleja e Sousa, 2014).
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Na Figura 39, observa-se a Escola Municipal de Ensino Fundamental Sdo Francisco
completamente cercada por lavoura de soja, e demonstra que a ocupagéo do solo néo é feita de

maneira adequada e pode impactar negativamente a qualidade de vida da comunidade.

Figura 39. Escola Municipal de Ensino Fundamental S&o Francisco. Comunidade Boa Sorte, Municipio
de Mojui dos Campos-PA (Marco de 2013).

-

>

Fonte: Autora

Na Figura 40, é possivel visualizar uma das salas de aula da Escola Municipal S&o
Francisco. Observa-se que ndo ha uma vedagao propria entre os alunos e a area de cultivo, e a
parede apresenta varias frestas que possibilitam a entrada de agrotdxicos por dispersdo do ar

com facilidade.
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Figura 40. Viséo interna da sala de aula da Escola Municipal de Ensino Fundamental S&o Francisco.
Comunidade Boa Sorte, Municipio de Mojui dos Campos-PA (Fevereiro de 2015).
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Fonte: Autora.

A fotografia da Figura 38 foi tomada em marco de 2013 e a da Figura 39 em fevereiro
de 2015, sendo assim a producdo continua e evidencia o estabelecimento da area de cultivo de
soja préximo da escola.

O entrevistado numero 2 relata: “A reclamacdo maior com relacdo a saude é na
escola que fica no meio da plantacdo de soja. Os alunos reclamam do cheiro, de coceira nos
olhos”.

E preciso realizar estudos sobre as consequéncias da exposicdo humana ao agrotoxico
glifosato. Poucos estudos tém-se centrado na mobilidade de glifosato e seus derivados em

ambientes aquaticos e na cadeia alimentar, particularmente no contexto amazoénico.
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6. CONCLUSAO

Os resultados dos parametros avaliados na validacéo (Seletividade, Linearidade, LOQ,
precisdo, exatiddo e robustez) mostram que o metodo analitico otimizado neste estudo pode ser
aplicado em amostras reais. O procedimento de concentragdo por liofilizacdo mostrou-se
satisfatorio para os analitos glufosinato e glifosato, porém o método deverd ser melhorado para
aplicacdo utilizando o analito AMPA.

Glifosato e glufosinato ndo foram detectados nas 63 amostras de agua coletadas em
corregos situados em pequenas comunidades agricolas adjacentes a grandes fazendas de soja
na regido rural dos municipios de Santarém e Mojui dos Campos, oeste do Estado do Para.
AMPA foi detectado em 6 amostras analisadas, sugerindo que 0 monitoramento de glifosato e
seu subproduto de degradacdo na dgua é de grande relevancia devido a ampla utilizacdo do
herbicida. Estes resultados estdo de acordo com os encontrados na literatura, que observaram
que o glifosato é rapidamente degradado apds a aplicacao.

Os resultados obtidos experimentalmente indicam que os cérregos da regido de
Santarém e Mojui dos Campos foram contaminados com glifosato e AMPA em algum momento
da aplicacdo. As informacdes fornecidas pelos préprios agricultores por meio do questionario
indicam altas chances de riscos de exposicdo humana aos agrotdxicos, principalmente pelas
vias dérmica e respiratoria.

Os dados deste estudo sdo de grande importancia para o planejamento de estratégias de
monitoramento ambiental na regido, e portanto de grande valia para a populacdo local e
regional. E importante ampliar as possibilidades de anéalises em outras matrizes, como solo, ar,
urina e sangue, para subsidiar uma avaliacdo dos potenciais efeitos sobre a salde desta
populagéo e sobre o meio ambiente.
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Programa de P6s-Graduacao em Meio Ambiente e Desenvolvimento Rural (PPG-MADER)

QUESTIONARIO

Objetivo:

v' Analisar percepgdes socioambientais e sociopoliticas dos pequenos agricultores rurais
sobre o contexto decorrente da chegada e avango da soja na regido rural do alto planalto

da cidade de Santarém — Para;

v" Analisar se os pequenos produtores rurais utilizam de técnicas agricolas implantadas em
grande fazenda do agronegocio e as percepgdes de risco de contaminagdo ambiental e

para saude humana associado a essas técnicas.

1. Dados Pessoais:

Nome do Entrevistado:

Sexo: Masculino () Feminino ()
Idade:
Comunidade:

Endereco:

Telefone:

Escolaridade:
() Analfabeto () Secundario incompleto
() Alfabetizado s/ escolarizagdo () Secundario completo

() Primario incompleto () Curso de técnico agricola
() Primario completo
() Outro Qual :
Profissao:

Nivel socioecondmico:
Faixa de renda mensal média de sua Familia hoje?

Alguém da familia recebe bolsa familia? Quantas?

Alguém da familia recebe aposentadoria? Quantas?

Outras fontes de renda?

PERCEPCAO DOS PROCESSOS DE MUDANCAS
2. Vocé é natural de Santarém?
( )sim ( )ndo, de onde?




3. Desde quando vocé mora em Santarém?

4. Com relagdo a agricultura, o que mudou na regido em Santarém nos ltimos anos ou em

109

sua regidao (comunidade)? (soja, saude, contaminacao da agua, oportunidade de emprego).

Quais sao as mudangas?

5. Vocé pretende ficar na regiao?
( ) Sim ( )Nao
Por quanto tempo? Por qué?

6. Vocé gostaria que seus filhos ficassem aqui?
( )Sim ( )Nao

7. Conhece pessoas que ja sairam da regiao?
( )Sim ( )Nao

8. Porque elas se mudaram?
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9. Como vocé vé a sua vida, da sua familia, para sua comunidade na sua regido daqui a 10

anos?

PERCEPCAO DE RISCO AMBIENTAL

10. Vocé trabalha na agricultura?
(  )Sim ( )Nao

11. Sobre a propriedade agricola:
() E, propria Grandes fazendas (

12. O que voceé costuma produzir?
A) Propriedade propria:

B) Em grandes fazendas da regido:

13. Como costuma produzir?

( )Organico ( ) Convencional

Com relagao a producao, ela ¢é:

( ) pequena, apenas para subsisténcia

() média, produgdo para abastecimento do comércio local
() grande escala

Outros?
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14. Vocé consome alimentos produzidos na propriedade?
( )Sim ( )Nao

15. Voceé utiliza agrotoxico (veneno)?
( )Sim ( )Nao
Quais?

16. Utiliza os Equipamentos de Prote¢ao Individual (EPI)?
Equipamento sempre nunca as vezes Situagao

de uso

Botas
Luvas
Chapéu
Roupas impermeéveis:

Mascara para produtos quimicos
Outros: Quais?:

A~ AN~~~
N S AN AN AN
A~ N AN AN~
— = = — —
~ NN AN AN~
— =

17. Na sua opinido, seu trabalho na agricultura pode trazer algum problema para a sua satde?
( )Sim( )Nao

18. Em média, vocé trabalha quantas horas por dia na lavoura?
() Até 4 horas

() Até 8 horas

( )>8horas

19- Vocé ja se intoxicou com agrotoxico?
( )Sim () Nao

20. O trabalho com agrotdxico pode trazer problema para a satde?
( ) Sim ( ) Nao
Quais?
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21. Vocé acha que o agrotoxico (veneno) causa algum tipo de efeito na natureza?

(contaminacgdo das aguas, dos peixes, etc.)?
( )Sim ( )Nao
Quais?

22. A 4gua que vocé consome vem de onde?

() Poco comum ( ) Encanada sem tratamento
Encanada tratada () Mina
() Outros

23. Vocé bebe agua dos Igarapés?
( )Sim ( )Nao

( )Trazdecasa ( )
( )Rio

24. O que acha da qualidade da agua dos Igarapés?
() ndo sei

( )boa

() ruim

25. Vocé utiliza técnicas de agricultura aprendidas em grandes fazendas na regiao?




