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RESUMO

Daniele Santos Ferreira. Avaliacdo do risco da presenca de residuos de
Glifosato e acido aminometilfosfénico (AMPA) em grédos de soja e em
amostras de solo. 2013. 89f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

Apesar de todas as inovagdes, a sociedade visa produzir alimentos saudaveis
sem degradar ou poluir o meio ambiente. Diante disso, todos os alimentos
destinados ao consumo humano ou animal ficam sujeitos a um limite méximo
de residuo (LMR) legalmente permitido ou reconhecido como aceitavel. Sendo
assim, a alta efici€éncia no controle das plantas daninhas, aliada as caracteristicas
positivas quanto a aspectos toxicoldgicos, ecotoxicoldgicos, aumento de
produtividade, dentre outras, tornaram o Glifosato o principal herbicida para uso
em varios ambientes agricolas e ndo agricolas ao redor do mundo ao longo de
mais de 30 anos, ¢ a cultura agricola brasileira da soja € a que mais cresceu nas
ultimas trés décadas e corresponde a 49% da area plantada em graos do pais.
Diante disso, neste estudo avaliou-se o risco da presenca de residuos de
Glifosato e do seu metabolito acido aminometilfosfonico (AMPA) em graos de
soja € em amostras de solo, verificando o comportamento do produto em
determinadas areas de aplicagdo e se ha diferenca no comportamento ambiental
quando comparada a aplicacdo em culturas convencionais € as geneticamente
modificadas. Foram escolhidas cinco das 4areas definidas por regides
representativas do plantio da soja no Brasil, levando em consideragdo as
diversas caracteristicas de cada regido. O procedimento analitico baseou-se na
extracdo dos dois compostos com solucdo aquosa basica e purificagdo dos
extratos em resina de troca catidnica. As amostras de graos de soja e de solo
foram quantificadas por um cromatografo liquido equipado com um sistema de
reacdo poés-coluna com o-ftaldeido e detector de fluorescéncia. Os resultados
mostraram que as areas com temperaturas mais elevadas resultaram em
concentragdes de Glifosato e AMPA maiores que as demais areas, contudo, as
amostras de solo e grdos de soja apresentam baixos niveis de glifosato e AMPA,
nao ocasionando riscos ao meio ambiente e a saude dos individuos, mesmo nos
casos das concentracdes de AMPA encontradas serem mais altas que as
concentragdes de Glifosato.

Palavras-chave: glifosato, aminometilfosfonico, soja, solo, residuo ¢
degradagao.



ABSTRACT

Ferreira, Daniele Santos. Risk assessment of the presence of glyphosate and
aminomethylphosphonic acid (AMPA) residues in soybean grains and soil
samples. 2013. 89f. Dissertation (Master) — Faculty of Pharmaceutical Sciences,
University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

Despite of all innovations, our society aims to produce healthy food without
degrading or polluting the environment. Therefore, all foods intended for human
or animal consumption are subject to a maximum residue limit (MRL) legally
permitted or recognized as acceptable. Thus, the high efficiency in controlling
the weeds, combined with the positive characteristics related to toxicological
and ecotoxicological aspects, increased productivity, among others, made
glyphosate the main herbicide for use in various agricultural and non-
agricultural environments all over the world for the last 30 years, and the
Brazilian soybean crop is the fastest growing in the last three decades and
corresponds to 49% of the cultivated grain area in the country. Therefore, this
study evaluated the risk of the presence of glyphosate residue and its metabolite
aminomethylphosphonic acid (AMPA) in soybean grains and soil samples,
checking the performance of the product in certain application areas and if it
presented any environmental changes when compared to the application in
conventional and genetically modified crops. It was chosen five specific areas
defined by representative regions of soybean crop in Brazil. It also took in
consideration the many characteristics of each region. The analytical procedure
was based in the extraction of the two components as basic aqueous solution
and purification of extracts with cation exchange resin. The samples of soybean
grains and soil were analyzed by liquid chromatography equipped with a system
of post-column reaction with o- phthaldehyde and fluorescence detection. The
results showed that areas with higher temperatures resulted in higher
concentrations of glyphosate and AMPA than other areas, however, soil
samples and soybeans grains presented low levels of glyphosate and AMPA,
causing no risks to the environment or to consumers health, even with the
concentrations of AMPA found to be higher than the concentrations of
glyphosate.

Keys word: Glyphosate, aminomethylphosphonic, soybean, soil, resisdue e
degradation.
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1. INTRODUCAO

No passado, o homem cultivava o que consumia, usava técnicas
rudimentares ou sofisticadas, € como estava em contato permanente com a terra,
sabia quais eram as dificuldades encontradas para produzir o seu alimento € o
qudo importante era a atividade agricola para a sua sobrevivéncia (LOPES.
2007).

Na sociedade moderna, o homem precisou desenvolver novas tecnologias
para aumentar a produg¢ao de alimentos, dentre elas, o uso de praguicidas na
agricultura, ja que um dos maiores desafios da humanidade ¢ atender a demanda
da producao de alimentos devido ao crescimento populacional.

Os produtos quimicos usados na agricultura sdo em sua maioria
substancias sintetizadas e desenvolvidas para serem utilizadas como uma
ferramenta a disposi¢do do agricultor para minimizar o prejuizo causado pela
acdo danosa de insetos, fungos, plantas invasoras, dentre outros. Assim, essas
substancias devem ser bem estudadas para que seus riscos potenciais possam ser
muito bem definidos e, medidas para atenuar provaveis impactos sejam mais
bem estabelecidas através de agdes regulatorias e técnicas (STUTZER &
GUIMARAES, 2003).

Além da necessidade de informacdes referentes a toxicidade desses
produtos, existe a preocupacao relativa ao seu destino final na natureza. Na
maior parte das vezes e para a maioria dos produtos quimicos produzidos e
utilizados pelo homem o destino final ¢ a agua e o solo. Trés quartos da
superficie da Terra sdo cobertos por dgua, o restante, ndo sendo pedra, concreto
ou asfalto, ¢ solo. Apesar da agua, solo e ar serem considerados didaticamente
como sistemas ecoldgicos separados, € praticamente impossivel isola-los, pois

cada um deles possui interfaces intimas com os outros, se sobrepondo também,
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a outro compartimento muito importante, o dos organismos vivos (BRASIL,
2002).

A contaminagdo por praguicidas sempre foi uma fonte de preocupagao do
ponto de vista toxicologico, dai a necessidade de se desenvolver produtos com
menor persisténcia no meio ambiente, comparados com os produtos ja
existentes no mercado (REMIAQ, 2007).

Nesta nova geragdo de praguicidas surgiu o Glifosato, o herbicida de
maior uso em todo o mundo, devido a sua baixa toxicidade para organismos nao
alvos em relacdo a outros ingredientes ativos e com rapida dissipagdo no
ambiente.

A molécula do Glifosato foi descoberta na década de 1950 e, no inicio da
década de 1970 teve sua propriedade como herbicida estabelecida por
pesquisadores da Monsanto Company, iniciando a sua comercializagdo em
1974, quando este foi aprovado nos Estados Unidos (GALLI &
MONTEZUMA, 2005).

A alta eficiéncia no controle das plantas daninhas, aliada as caracteristicas
positivas quanto a aspectos toxicologicos, ecotoxicologicos, facilidade de
manuseio, custo, aumento de produtividade, dentre outras, tornaram o Glifosato
o principal herbicida para uso em varios ambientes agricolas e ndo agricolas ao
redor do mundo ao longo de mais de 30 anos.

Esse ingrediente ativo ¢ um herbicida pos-emergente, do grupo quimico
das glicinas substituidas, classificado como ndo seletivo, exceto em plantas
geneticamente modificadas e de agdo sistémica. E um composto absorvido pelas
folhas, menos de 1% do glifosato ¢ absorvido pelas raizes, podendo ser
considerado de baixa preocupagdo ao solo nesse quesito. Apresenta amplo
espectro de acdo, o que possibilita um excelente controle das plantas daninhas

anuais ¢ perenes, tanto de folhas largas quanto de estreitas (VELINI et al.,

2009).
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Nas plantas, o Glifosato atua como um potente inibidor da atividade da
enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSP5), que ¢ catalisadora
de uma das reacdes de sintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina
e triptofano; influencia também outros processos, como a inibicao da sintese de
clorofila, estimula a produgdo de etileno, reduz a sintese de proteinas e eleva a
concentragao do acido indolacético (IAA) (COLE, 1985; RODRIGUES, 1994).

Com a inibicdo desta enzima, a planta ndo produz os aminoacidos
necessarios para a sintese de proteinas (PADGETTE et al., 1995) e alguns
metabolitos secundarios, como o chiquimato, podem se acumular (VIDAL,
1997). Este composto intermedidrio pode ocasionar um colapso no metabolismo
intermediario dos tecidos vegetais (FIGUEIREDO et al., 2009). Assim, sempre
que aplicado de forma inadequada e em contato com a cultura, o produto
também expressara sua atividade e causarad danos, guardadas as proporcoes de
dose e suscetibilidade da cultura (GALLI & MONTEZUMA, 2005).

A degradagao do Glifosato no solo ¢ muito rapida e efetuada por grande
variedade de microrganismos que usam o produto como fonte de energia e
fosforo, por meio de duas vias catabolicas, produzindo o AMPA como o
principal metabodlito, e a sarcosina como metabdlito intermediario na via
alternativa (DICK & QUINN, 1995).

A degradagao de AMPA ¢ geralmente mais lenta do que aquela atribuida
ao Glifosato, possivelmente porque o AMPA pode adsorver mais facilmente as
particulas de solo. De acordo com Cox (1998) o AMPA ¢ mais persistente no
solo em relagdo ao Glifosato. Nao se sabe qual a porcentagem de AMPA ¢
formado a partir da degradagdo do glifosato, pois ela ocorre em funcdo do
tempo, condicdes ambientais favoraveis, como matriz e temperatura, dentre
outras caracteristicas. Sendo assim, a degradacdo do glifosato em solo e soja

nao sao idénticas.
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Hoje, no Brasil, o Glifosato encontra-se registrado para uso nas culturas
de algoddo, ameixa, arroz, banana, cacau, café, cana-de-agucar, citros, coco,
feijao, fumo, maca, mamao, milho, nectarina, péra, péssego, pinus, seringueira,
soja, trigo, uva, pastagens, nas forrageiras azevém e aveia preta (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013). Enfim, é utilizado em
mais de 130 paises e no Brasil ha 78 produtos registrados a base desse
ingrediente ativo.

A cultura agricola brasileira da soja € a que mais cresceu nas ultimas trés
décadas e corresponde a 49% da area plantada em graos do pais. A induastria
nacional transforma, por ano, cerca de 30,7 milhdes de toneladas de soja em 5,8
milhGes de toneladas de 6leo comestivel e 23,5 milhoes de toneladas de farelo
protéico, contribuindo para a competitividade nacional na produgao de carnes,
ovos ¢ leite (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, 2013).

Outra revolugdo para a agricultura mundial e brasileira proporcionada por
essa molécula esta relacionada as culturas geneticamente modificadas tolerantes
ao Glifosato.

De acordo com VELINI et al. (2009), a introduc¢do da soja Roundup®
Ready no Brasil acarretou mudangas expressivas no manejo de plantas daninhas
nessa cultura. Permitiu que a aplicagdo do herbicida Glifosato fosse realizada na
pos-emergéncia da soja e das plantas daninhas, controlando com eficiéncia as
gramineas e as folhas largas, trazendo beneficios claramente percebidos pelos
sojicultores brasileiros, com destaque para o melhor controle de plantas
daninhas, e maior produtividade, dentre outras vantagens.

A Soja Roundup® Ready, também conhecida como Soja RR, soja
resistente ao Glifosato ou soja geneticamente modificada, ¢ diferente da soja
convencional. Ela foi desenvolvida pela empresa Monsanto Company na década

de 1980 (MONSANTO DO BRASIL, 2013), pela inser¢do de um gene da
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bactéria Agrobacterium spp no genoma da planta de soja, tornando-a tolerante
ao herbicida Glifosato (JENNINGS et al., 2003), ou melhor, um gene que
confere as plantas a tolerancia a aplicacdo, em pds-emergéncia, de herbicidas a
base da molécula de Glifosato como o herbicida Roundup Ready®, este
desenvolvido e registrado pela Monsanto Company nos Estados Unidos, durante
os anos 1990 e mais recentemente, no Brasil (PIONEER SEMENTES, 2003).

Porém, apesar de todas as inovagdes, a sociedade necessita produzir
alimentos saudaveis sem degradar ou poluir o meio ambiente. Sendo assim,
além de outras atividades, a ANVISA controla e fiscaliza a quantidade de
residuos encontrada nos alimentos, ou seja, a quantidade de determinada
substancias que pode permanecer nos alimentos ou no meio ambiente,
decorrentes do uso dos praguicidas.

Um relatoério emitido por fiscais da Secretaria de Agricultura e
Abastecimento (SEAB) do estado do Parana informou que de 150 amostras de
soja referentes a safra 2006 no Parana, foram detectados residuos de Glifosato
em mais de 70% delas. E destacou que cerca de 5% das amostras de graos de
soja transgénica estavam com residuos acima do permitido pela ANVISA.

Diante disso, todos os alimentos destinados ao consumo humano ou
animal ficam sujeitos a um limite méximo de residuo (LMR) legalmente
permitido ou reconhecido como aceitavel. Consultando a monografia do
Glifosato, apresentada pela ANVISA, pode-se observar que em meados de 2003
o limite maximo permitido de Glifosato nos graos de soja era 0,2 mg/Kg,
porém, atualmente, indiferente da soja convencional ou geneticamente
modificada, este limite ¢ de 10 mg/Kg (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2013), onde tal mudanca pode ser resultado do
surgimento oficial da soja geneticamente modificada no pais. Por outro lado,
desde 2006, de acordo com o Codex alimentarius, o LMR de Glifosato para soja

¢ de 20 mg/kg.
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Um outro ponto importante a ser levado em consideracdo quando o
assunto ¢ praguicidas, ¢ que além do risco de residuos em alimentos para a
saude, também ¢ preciso atentar-se para a possibilidade de encontrar residuos no
solo, causando algum dano ao meio ambiente, sendo necessario avaliar as
quantidades encontradas, o tipo de solo, as caracteristicas do produto, modo de
acdo, entre outros aspectos de relevancia. Diante disso, como ndo encontramos
limites maximos permitidos para o solo estabelecidos pelas agéncias
regulamentadoras, apenas alguns dados do INCHEM que variam entre 0,07 a 40
mg/kg para o Glifosato e de 0,14 a 9 mg/kg para o AMPA de acordo com os
autores descritos, foram considerados como parametro de seguranga o Limite
Maximo de Residuo de Glifosato para soja, uma vez que sdao escassas as
informagdes a respeito de concentragdes permitidas em solo, nos tornando ainda
mais conservadores uma vez que utilizamos os limites para um alimento, neste
caso, para a soja.

As principais vias de dissipagao do Glifosato no solo estdo relacionadas a
formacao de grande fragdo de residuos e a sua répida taxa de biodegradagao.
Apos atingir o solo, o Glifosato tende a ser sorvido rapida e fortemente a fragao
coloidal do solo (VELINI et al., 2009). Portanto, ndao podem ser lixiviadas e
desta forma ¢ mais provavel que o Glifosato ¢ o AMPA sejam detectados
proximos a superficie do solo.

Galli & Montezuma (2005) afirmaram que, tendo em vista a amplitude do
uso dessa molécula, as propriedades que determinam o comportamento do
Glifosato o caracterizam como sendo de reduzido impacto ambiental, pois liga-
se fortemente ao solo e ndo atinge os aquiferos. De qualquer forma, ¢
importante avaliar as concentragdes de residuos permitidos para evitar possiveis
contaminagdes ao meio ambiente € a populagdo. Porém, outras publicagdes
afirmam que o uso generalizado do Glifosato pode contaminar a agua e o solo e

impactar componentes bidticos do ecossistema, pois do total aplicado desse
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herbicida apenas uma parte atinge o alvo especifico (FAY & SILVA, 2004;
MATOS, 2001). Estudos de mobilidade demonstraram pouca lixiviagdo do
glifosato em poucos centimetros abaixo do perfil superior do solo. O metabdlito
principal, AMPA, também ¢ retido nas camadas superiores do solo
(WHO/EHC, 1994).

Estudos realizados em oito estados norte-americanos concluiram que o
AMPA ¢ mais persistente que o Glifosato, podendo permanecer no solo entre
119 e 958 dias (COX, 1998).

A toxicidade ¢ inerente ao produto, enquanto o risco ¢ a probabilidade da
ocorréncia de efeitos adversos, como resultado da toxicidade e da exposicdo. A
avaliacao do risco estabelece como e quando usar os praguicidas, determina a
magnitude, os graus e as probabilidades da ocorréncia de efeitos adversos que
podem resultar do uso dessas substancias (ILSI, 1999). Sendo assim, o produto
terd o seu uso autorizado somente quando os beneficios dessa utilizagdo forem
bem maiores que os eventuais riscos a saide € a0 meio ambiente.

Diante disso, devido a larga utilizagdo desse ingrediente ativo, casos de
intoxicacao, solicitacdo de revisdo da Ingestdo Didria Aceitavel (IDA) por parte
de empresas registrantes, necessidade de controle de limite maximo de
impurezas presentes no produto técnico e possiveis efeitos toxicoldgicos
adversos, foi publicada em 25/02/2008 a RDC n° 10, onde a ANVISA e outros
orgdos registrantes decidiram reavaliar alguns ingredientes ativos quanto a sua
seguranga, dentre eles o Glifosato.

Neste contexto, este trabalho visa avaliar a presenca e as implicagdes das
concentracdes de residuos de Glifosato e do seu metabolito AMPA em graos de
soja com o intuito de preservar a saude humana e concentragdes de residuos em
amostras de solo, verificando o comportamento do produto em determinadas
areas de aplicacdo e verificando se héa diferenca no comportamento ambiental

quando comparada sua aplicacdo em culturas convencionais e as geneticamente
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modificadas. Porém, primeiramente serdo apresentados os niveis de residuos de
Glifosato ¢ AMPA em amostras de solo e em grdos de soja nas areas
monitoradas, analisando também, os dados encontrados na literatura, e por fim,

a avaliacado do risco sera concretizada.

21



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Identidade Quimica do Ingrediente Ativo

O herbicida Glifosato ¢ sintetizado a partir de um hidrogénio aminico do
aminodcido glicina, por um radical de éster fosfonico, o N-(fosfonometil)
glicina. A molécula (Figura 1) foi originalmente sintetizada em 1964 como
potencial agente quelante industrial, e o seu uso como herbicida foi inicialmente
descrito em 1971. O termo “Glifosato” ¢ geralmente utilizado para indicar tanto
o acido quanto seus sais, pois sdo reconhecidos como biologicamente

equivalentes (WHO/EHC,1994; VELINI et al., 2009).

O

"OH
OH

—0=0

N
H Py
Figura 1: Formula estrutural do Glifosato

2.2. Propriedades fisico-quimicas

O nome quimico do glifosato ¢ N-(fosfonometil) glicina, a férmula
molecular : C 3 H 8 NO 5 P, massa molecular : 169,1 g/mol. E bastante estavel
na presen¢a de luz, inclusive em temperaturas superiores a 60°C (WHO/EHC,
1994).

Segundo Schuette (1998), o Glifosato ¢ muito pouco soluvel em solventes

organicos comuns, ¢ bastante soluvel em agua. Este herbicida tem um
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coeficiente elevado de adsor¢do no solo (Kd=61 g/cm’) e um coeficiente de
parti¢do octanol/agua muito baixo (Kow=0,00033), o que indica baixa tendéncia
para bioacumulacdo. Estes niimeros sugerem que o Glifosato tem mobilidade
baixa, com pouca tendéncia para lixiviagdo no solo (Linders et al., 1994), ou
seja, pouca tendéncia de levar ao deslocamento dos minerais do solo para
camadas mais profundas. A mobilidade do glifosato depende da capacidade de
adsorcao do solo, bem como da presenga de matéria organica, 6xidos de Fe e Al
nela presentes. Solo com elevada capacidade de adsorcdo torna os herbicidas
pouco moveis e, como consequéncia, a sua permanéncia também pode ser
influenciada pelos processos de degradacdo fisica, quimica ou biolodgica da
substancia (QUEIROZ et al., 2011).

O Glifosato apresenta pouca volatilidade, baixa pressao de vapor a 45°C
comparada a sua solubilidade em agua (775 x 10® mmHg) e ponto de fusdo de
189,9°C. A constante de Henry para o Glifosato (<1,44 x 107 atm-m’/mole)
indica que, na particdo do herbicida entre a 4gua e o ar, a maior concentragao do
composto estara presente na agua (VELINI et al., 2009, WHO/EHC,1994).

Este herbicida pertence ao grupo das glicinas substituidas e como a sua
base conjugada ¢ instavel e altamente energética, logo, o 4cido que deu origem
ao Glifosato, ¢ caracterizado como um acido fraco e estavel.

A via preliminar de decomposi¢do do Glifosato no ambiente ¢ a
degradacdo microbiana no solo (Franz et al., 1997 e Schuette, 1998). A taxa de
decomposicdo ¢ inicialmente répida, seguida por prolongada e lenta
decomposicao (MOSHIER & PENNER, 1978). O herbicida ¢ inativado e
biodegradado por microrganismos do solo, sendo que as taxas de degradagao
sao relacionadas a atividade microbiana ali presente ¢ aos fatores que afetam
esta atividade (VELINI et al., 2009). Torstensson & Aamisepp (1977)
consideram que quando o produto entra em contato com a microbiota do solo,

este é rapidamente inativado. E de acordo com Forlani, et al. (1999), o produto
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pode ainda ser mineralizado, processo onde a substincia organica ¢ convertida
em substancia inorganica, produzindo agua, dioxido de carbono e fosfato.

A degradacdo do Glifosato no solo ¢ muito rapida e realizada por grande
variedade de microrganismos, que usam o produto como fonte de energia e
fosforo, através de duas vias catabolicas: produzindo o AMPA como principal
metabolito, e sarcosina (Figura 2) como metabdlito intermediario na via
alternativa (DICK & QUINN, 1995).

Uma caracteristica importante deste composto € a sua capacidade de ser
adsorvido pelas particulas de solo e permanecer inativo até a sua completa
degradagdo. O produto ¢ degradado por microrganismos tanto no solo, como na
agua; no solo ¢ fortemente retido na forma de residuo-ligado; na agua ¢
altamente soluvel, sendo a volatilidade e evaporagao insignificantes (GALLI &
MONTEZUMA, 2005).

A primeira via consiste na transformacao do Glifosato em sarcosina por
acdo das bactérias Agrobacterium radiobacter ou da Enterobacter aeroneges
(enzima C-P liase); a sarcosina entra no metabolismo destes e de outros
microrganismos, degradando-se. Esta via ¢é, no entanto, pouco citada na
literatura. A segunda via consiste na transforma¢dao do Glifosato em AMPA
(AMARANTES JUNIOR et al., 2002).

As propriedades que determinam o comportamento do Glifosato
caracterizam o produto como sendo de reduzido impacto ambiental, tendo em

vista a amplitude de uso dessa molécula.
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Figura 2: Vias metabdlicas para a degradagio do glifosato.
Fonte: LIU et al., 1991.

2.3 Toxicocinética e Toxicodinamica

A toxicocinética estuda a relagdo entre a quantidade de um xenobiotico
que atua sobre o organismo e a concentracdo dele no plasma, relacionando os
processos de absorcdo, distribuicdo, biotransformacdo e eliminagdo pelo
organismo, em fun¢do do tempo. Ja a toxicodinamica estuda a interagdo entre as
moléculas do xenobiotico e, os sitios de agdo dos 6rgaos e consequentemente o
aparecimento de desequilibrio homeostatico.
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A avaliacdo do risco visa identificar, caracterizar e quantificar o risco
envolvido na utilizagdo dos agentes quimicos. E necessario identificar o perigo
ou a toxicidade do composto, estabelecer a relagdo dose/resposta, avaliar a
exposicdo, caracterizar o risco, € posteriormente, gerenciar este risco
(NASCIMENTO, E.S., 2004)

A exposi¢ao ao Glifosato pode ocorrer pelo manuseio, alimento, ar ou por
meio da 4gua contaminada.

Um estudo, realizado em colaboracdo com a Universidade de Arkansas,
nos Estados Unidos (LAVY et al., 1992), constatou que nenhuma das amostras
de urina coletadas de individuos que trabalhavam com o Glifosato, continha
niveis quantificaveis do mesmo (o limite de detec¢do foi de 1x10™). Embora
provavelmente tenha ocorrido alguma exposicdo dérmica, a auséncia de niveis
detectaveis na urina foi atribuida a capacidade limitada de absorcao do Glifosato
pela pele (ACQUAVELLA et al., 2001).

Diversos estudos indicam que o Glifosato ¢ pouco absorvido pelo
organismo € mesmo se ocorrer absor¢do através da pele, por exemplo, o
organismo nao o metaboliza. Isso significa que este composto ndo ¢
biologicamente transformado em um produto quimico diferente ou
biotransformado em diferentes produtos quimicos que podem apresentar
diferentes perfis de toxicidade em relacdo ao composto inicial (SILVEIRA,
2013). Ao contrario, ¢ eliminado na forma inalterada, principalmente pela urina
(WHO/EHC, 1994).

A absor¢do do Glifosato no trato gastrointestinal, apos a ingestao oral em
varias espécies, ou seja, ratos, coelhos, galinhas, dentre outras, estd limitada a
30-36% da dose ou menos. Estudos indicam que, apds uma dose oral Unica de
Glifosato, este foi eliminado em cerca de 62-69% nas fezes. Sendo que do
Glifosato absorvido 14-29% foi excretado na urina e 0,2% ou menos no ar

expirado. A excregao biliar, apos a administragdo intravenosa, foi de apenas 5 a
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8%. A eliminacao de 99% de uma dose oral, ocorre em aproximadamente 168
horas apds a absor¢ao (WHO/EHC,1994).

Analisados conjuntamente, os resultados de estudos de exposicdo em
humanos e estudos de toxicidade em animais de experimentacdo demonstram
que o Glifosato, em condigdes normais de uso, ndo causa riscos a saude
(WILLIAMS et al., 2000).

A IDA ¢ definida como a quantidade de uma substancia, expressa em
mg/kg de peso corporeo, que pode ser ingerida diariamente na alimentacao,
mesmo por toda a vida, sem dano a saide humana, com base em informagdes
toxicologicas disponiveis. A IDA do Glifosato no Brasil ¢ de 0,042 mg/Kg p.c
(ANVISA, 2013), enquanto que a FAO/OMS (JMPR) estabeleceu a IDA do
glifosato igual a 1,0 em 2004; a EFSA/SANCO (Europa) estabeleceu um valor
igual a 0,3 em 2002 e a US EPA (EUA) igual a 1,75 (2010), ou seja, no Brasil a
IDA para o glifosato ¢ bem mais restritiva que os demais paises citados, o que
favorece condigdes ainda mais seguras para a populagio (AMARAL, L.M.S.
2013).

Nao h4 muitas informacdes a respeito do mecanismo de ag¢dao do glifosato
em organismos, apenas em plantas. Porém, Olorunsaga et al, 1979 (apud
WHO/EHC, 1994), observaram taxas de controle respiratério reduzidas
relacionadas com a dose e aumento da atividade da fosfatase em mitocondrias
isoladas de figado de ratos 5 horas apos as doses intraperitoneais individuais
que variam de 15 a 120 mg/kg de peso corporeo. Os autores sugerem que em
doses agudas a letalidade pode ocorrer como resultado de desacoplamento da

fosforilacao oxidativa.

2.4. Efeitos Toxicos ao homem
Os praguicidas precisam ser avaliados quanto aos seus efeitos agudos,

sub-cronicos € cronicos.
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Testes de toxicidade aguda sdo ensaios de curta duragdo que
proporcionam rapidas respostas quanto os efeitos toxicos das substancias. O seu
principal objetivo é determinar as concentragdes letais médias em tempo
reduzido de exposic¢ao, que geralmente varia entre 24 a 96 horas (LOMBARDI,
2013).

Os testes de toxicidade sub-cronica referem-se as exposi¢des que ocorrem
em até 90 dias. Sao usadas 3 doses experimentais, sendo que a dose méxima nao
deve ter letalidade acima de 10%, determinando assim, a dose na qual nao ¢
observado nenhum efeito e provendo dados para estudos de toxicidade cronica
(LEITE & AMORIM, 2006). Ja a intoxicagdo crOnica caracteriza-se por
surgimento tardio, apos meses ou anos, por exposicdo pequena ou moderada a
produtos toxicos ou a multiplos produtos, acarretando danos na maioria das
vezes irreversiveis, como paralisias e neoplasias (EPA, 2013).

A biossintese de aminoacidos aromaticos ndo € observada em animais, o
que pode explicar a sua atividade seletiva em plantas, o que proporciona uma
baixa toxicidade em mamiferos. O Glifosato apresenta valores de DLs, oral e
dérmica para ratos maiores que 5.000 mg/kg (FAO, 2013). A toxicidade aguda
inalatoria, CLso (4 h), € maior que 4,98 mg/L de ar. O Glifosato e os seus sais
ndo sdo irritantes a pele, porém podem ser levemente irritante aos olhos
(FAO/WHO; EPA, 2013). De acordo com a EPA o glifosato ndo apresenta
propriedades mutagénicas, carcinogénicas, teratogénicas ou que causem algum
problema reprodutivo.

O Glifosato foi examinado quanto ao potencial mutagénico em uma
ampla gama de sistemas teste abrangendo todos os parametros pertinentes in
vitro, bem como in vivo. A partir deste grande banco de dados, pode-se concluir

que o ingrediente ativo ndo apresenta um risco de efeitos mutagénicos nos seres

humanos (FAO, 2013).
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Estudos de reprodu¢cdo em animais ndo indicaram um risco especifico de
Glifosato para a reproducdo. O NOAEL para efeitos de desenvolvimento foi de
1.000 mg /kg de peso corporal/dia em ratos e 175 mg/kg de peso corporal /dia
em coelhos (FAO, 2013).

Baseados em resultados de estudos de toxicidade em exposi¢do durante o
desenvolvimento em ratos e em coelhos, pode-se concluir que o Glifosato ndo
produz danos ao desenvolvimento embrionario e fetal. O comprometimento de
fetos ocorre apenas quando as doses sdo suficientemente altas para induzir
toxicidade materna. Sendo assim, esses resultados demonstram que o Glifosato
apresenta uma toxicidade aguda muito baixa (autor apud VELINI et al., 2009;
WHO/INCHEM, 2012).

Quanto a neurotoxicidade, de acordo com o relatério de 2002 da
European Comission, o Glifosato ndo apresenta efeitos adversos relevantes. O
impacto do Glifosato sobre o sistema nervoso nao tem sido especificamente
avaliado em estudos de neurotoxicidade, porém nao houve evidéncias
associadas a este efeito tanto na exposi¢do aguda, sub-cronica, cronica ou
reprodutiva. Ou seja, ndo ha preocupagdes com a neurotoxicidade relacionada
ao potencial de desenvolvimento (FEDERAL REGISTER, 2004).

O mais extenso estudo de biomonitoramento conduzido com o Glifosato
foi desenvolvido por pesquisadores da Universidade de Minnesota nos Estados
Unidos, conhecido como “Farm Exposure Study”. Foram monitoradas 48
familias de fazendeiro, onde amostras de urina foram coletadas um dia antes da
aplicagdo de Glifosato; no dia da aplicagdo e trés dias apds a aplicagdo do
produto. Dentre as amostras dos fazendeiros coletadas no dia da aplicagdo, foi
detectado a presenca de Glifosato em 60% delas, sendo que nas esposas e
filhos, esse percentual foi bem mais baixo, de 4% e 12% respectivamente. De
qualquer forma, nenhuma dose foi maior que a IDA do Glifosato estabelecida

nos Estados Unidos, 2,0 mg/kg/dia. Diante disso, pode-se constatar que, se os
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usudrios aplicarem o produto de acordo com a recomendacdo do fabricante e
com o0s equipamentos de protecdo individual recomendados, ndo € esperado o
aparecimento de efeitos adversos quando do uso por praguicidas a base de

Glifosato (ACQUAVELLA et al., 2004).

2.5 Comportamento ambiental

O solo ¢ um sistema bastante complexo, constituido por material mineral,
matéria organica, microrganismo, agua e ar. Populagcdes complexas e
diversificadas de microrganismos estdo presentes no solo e podem ser
facilmente influenciadas por inumeros fatores, como propriedades fisico-
quimicas, matéria organica, umidade, temperatura, pH, sistema de manejo, entre
outras (ALEXANDER, 1961; BUCKLEY & SCHMIDT, 2001). Portanto,
variagdes em populacdes especificas de microrganismos sao esperadas sempre
que for introduzida alguma pratica agricola que altere significativamente os
fatores citados.

Os parametros fisicos do solo sdo divididos em trés grupos auxiliando a
identificagdo dos principais processos que ali ocorrem. No grupo mecanico
leva-se em consideragdo a textura, a estrutura, a distribuicdo de tamanho de
poros ¢ a profundidade, os quais podem alterar a estrutura do solo como,
compactacdo, infiltragdo de adgua, dentre outros. O grupo hidrologico refere-se a
retencdo e transmissdo de dgua, podendo interferir na lixiviagdo. E por fim, o
grupo térmico, que consiste na capacidade de aquecimento e na condutividade
térmica (LAL et al., 1994; BETTIOL et al., 20006).

O Glifosato ¢ o 1sdomero principal do N-(fosfonometil) glicina. O produto
¢ um solido (p6 branco) apresentando-se com grau de pureza de 75% quando
umido, e até 95% quando seco. Sua solubilidade ¢ de aproximadamente 12.000

mg/L (EXTOXNET, 2013). Sua volatilidade ¢ de 2,08 x 10"* atm x mol’,

30



indicando a dificuldade do produto atingir as vias aéreas superiores. Devido a
baixa pressao de vapor, o produto dificilmente ¢ inalavel (CENTENO, 2007).

O Glifosato ¢ um composto organico dipolar e, por isso, apresenta rapida
¢ alta taxa de adsor¢ao aos 6xidos e hidréxidos de ferro e aluminio e a matéria
organica, como evidenciado em solos brasileiros (PRATA et al., 2000). Ele
apresenta uma mobilidade baixa devido a alta adsor¢do e esta mobilidade ¢
medida em teste de placa cromatografica, cujo Rf, mobilidade relativa ou fator
de retenc¢do, varia de 0 a cerca de 0,5 (CENTENO, 2007).

A biodegradagdo ¢ sua principal via de desaparecimento do solo, sendo
que a sua meia-vida varia de 1 a 174 dias (EXTOXNET, 2013). O transporte de
um produto na matriz solo ¢ definido pela sua mobilidade que assume diferentes
valores em diferentes tipos de solo e que depende, fundamentalmente, de sua
solubilidade hidrolitica e adsor¢ao/dessor¢do nos componentes do solo. Uma
questdo pertinente em relagdo a sua presenga em diferentes tipos de solo ¢é se o
Glifosato, por carreamento podera representar algum perigo para as aguas
superficiais e contaminar os peixes, porém, vale lembrar que o Glifosato
adsorvido as particulas de solo tenderd a sedimentagdo, diminuindo assim sua
disponibilidade aos organismos vivos presentes nestas aguas.

A persisténcia de uma substancia quimica usada como praguicida esta
sujeita a trés vias de degradacdo no meio ambiente: hidrolise, fotolise e
biodegradagao.

O Glifosato tem uma fotélise muito lenta, sua meia vida fotolitica ¢
superior a 100 dias, sendo considerado como fotoliticamente e hidroliticamente
estavel. Ja a biodegradacao ¢ a principal via de dissipacdo do produto, sendo
que sua meia vida gira em média 47 dias (EXTOXNET, 2013); segundo Giesy
et al. (2000) este parametro medido em campos agricolas é de 32 dias; e,

segundo Araujo et al. (2003), em solos brasileiros ¢ ainda menor.
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Os peixes e invertebrados podem acumular os praguicidas em
concentragdes muito acima daquelas encontradas nas aguas nas quais eles
vivem, pois estes compostos podem se ligar ao material particulado em
suspensdao ¢ serem ingeridos pelos organismos aquaticos (NIMMO,1985).
Diante disso, avalia-se a bioconcentra¢ao do Glifosato levando em consideragao
o seu coeficiente de partigdo Oleo/dgua (THE ROYAL SOCIETY OF
CHEMISTRY, 1993), o que representa a tendéncia de se acumular na agua, ao
invés de nos tecidos vivos.

O Glifosato tende a ser sorvido rapidamente, ligando-se a fracao coloidal
do solo, e desta forma, observa-se a troca de ligantes, principalmente com a
fragdo oxidica do solo e a formagio de complexos metélicos (Fe*', Fe, **, AI’")
com a fragdo organica do mesmo, considerando-os como principais mecanismos
envolvidos na sorcdo do Glifosato as particulas do solo (WHO/EHC, 1994). A
lixiviacdo das moléculas ndo volateis e soluveis em agua € a principal forma de
transporte neste meio (ENFIELD & YATES, 1990; AYENI et al., 1998). Sendo
assim, moléculas altamente sorvidas aos coldides do solo, como o Glifosato,
tendem a ser pouco lixiviadas (CHEAH et al.,, 1997). Logo, o Glifosato
apresenta um perfil de pouca relevincia na questio de comportamento

ambiental quanto comparado com outras moléculas.

2.6 Modo de acdo do Glifosato na planta

O Glifosato age na inibi¢do enzimatica das plantas, bloqueando a enzima
5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs), que ¢ responsavel pela
sintese dos aminoacidos aromaticos essenciais, fenilalanina, tirosina e
triptofano, para o desenvolvimento da planta (TONI et al., 2006), impedindo as
plantas de produzirem quantidades suficientes desses aminoacidos, os quais sdo

necessarios para a manutengao do seu crescimento.
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Quando essa enzima ¢ bloqueada, a via metabolica ¢ interrompida e, pela
falta de aminodacidos, a planta morre. No caso da cp4-epsps, o Glifosato nao
consegue bloqued-la e, assim, a via metabolica ndo ¢ interrompida e as plantas
se desenvolvem normalmente (WHO/EHC,159).

Inicialmente, a enzima EPSPs liga-se ao chiquimato-3-fosfato (S3P),
formando o complexo EPSPs-S3P, na sequéncia o fosfoenolpiruvilchiquimato
(PEP) ¢ acoplado a este complexo, produzindo S5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato (EPSP) (Figura 3). Em plantas suscetiveis tratadas com Glifosato, a
molécula do herbicida ndo se liga a enzima livre, mas ao complexo EPSPs-S3P,
impedindo a ligagdo do PEP, formando o complexo inativo EPSPs-S3P-
Glifosato (TREZZI et al., 2001; MONQUERO, 2003).

O ponto final da via de transformacdo do chiquimato ¢ a formacdo do
corismato, a partir do qual muitos metabdlitos secundarios sao formados. Entre
estes, o tetraidrofolato, ubiquinona e vitamina K, que sdo essenciais para a vida
da planta. A fenilalanina, além de participar da biossintese de proteinas, €
também substrato para a via do fenilpropandide que produz numerosos produtos
secundarios de plantas, tais como antocianinas, lignina, promotores ¢ inibidores
de crescimento e compostos fendlicos. O triptofano ¢ precursor do acido
indolilacético (IAA), hormoénio vegetal necessario para expansdo celular,
manuten¢do da dominancia apical e muitos outros processos regulatorios
(DEVINE et al., 1993; GRUYS & SIKORSKI, 1999).

A figura 3 ilustra o mecanismo de agdao do Glifosato.

Quanto mais Glifosato a planta recebe, mais acido chiquimico ela acumula,
causando a sua morte. No entanto, ja se sabe que esta via do chiquimato ¢
completamente ausente em mamiferos, peixes, aves, répteis e insetos. Essas
formas de vida ndo dependem desta via porque retiram da dieta os produtos

aromaticos que necessitam. Ja as plantas, sdo obrigadas a produzir estes
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aminoacidos essenciais para sobreviverem e se multiplicarem (GRUYS &

SIKORSKI, 1999).
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Figura 3: Mecanismo de agdo do Glifosato. O lado direito da figura ilustra a
formagdo do tetraedro intermediario (reagdo entre chiquimato-3-fosfato ¢ PEP)
para a posterior formacdo do 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato. O lado
esquerdo da figura indica como esta reagdo pode ser inibida pelo Glifosato.
Fonte: (TONI et al., 2006).
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2.7 Diversidade Microbiana associada ao solo e de Degradacdo do
Glifosato

Spadotto et al. (2004) destacaram que os praguicidas podem alterar ndo
s0 a diversidade de espécies microbianas do solo, como também sua biomassa.
Como os microrganismos tém atuagdo fundamental na transformacao da matéria
organica ¢ liberagdo de nutrientes para as plantas, efeitos sobre a populacao
microbiana podem afetar a disponibilidade de nutrientes e, assim, a fertilidade
do solo pode ficar comprometida (SPADOTTO et al., 2004; PERES, 2000;
ZILLI et al., 2003). Porém, Grossbard & Harris (1985) enfatizou que ndo ha
risco de a fertilidade do solo ser comprometida pelo uso de glifosato.

A diversidade microbiana associada ao solo vem atualmente sendo
estudada através de métodos que se baseiam na investigacdo de parte da
sequéncia do DNA, notadamente o gene 16S rDNA, em bactérias, e 18S rDNA
para fungos, que ¢ amplificado por PCR, e posteriormente, caracterizado através
da clonagem e sequenciamento ou entdo analisado por eletroforese, obtendo um
perfil da comunidade microbiana (RANJARD et al., 2000; KOZDROJ & VAN
ELSAS, 2001; ZILLI, et al., 2003).

J4& para estudos das comunidades microbianas cultivaveis e nao
cultivaveis tém sido utilizadas técnicas moleculares baseadas nos genes
ribossomicos — rRNA (AMANN et al.,, 1995; GURTNER et al., 2001),
associadas a técnicas de cultivo como o isolamento em meio de cultura.

Quando o Glifosato ¢ aplicado, parte do produto ¢ diretamente absorvida,
ficando nas plantas daninhas, e parte ¢ depositada no solo. A parte do produto
que ¢ retida nos tecidos vegetais contribui para reduzir sua disponibilidade no
ambiente, e este produto somente ird atingir o solo quando a matéria seca dessas
plantas daninhas for decomposta pelos organismos heterotroficos do solo e na

maior parte das vezes nao mais como Glifosato (MONSANTO, 2013).
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Grossbard & Harris (1979) observaram que concentragdes de Glifosato
capazes de inibir microrganismos em culturas puras estdo geralmente muito
acima daquelas que poderiam estar disponiveis nos solos apos as aplicacdes de
campo. Segundo Roslycky (1982), o Glifosato aplicado ao solo nao tem efeito
adverso nas populacdes microbianas.

Os estudos realizados, inclusive em dareas agricolas que receberam
aplicagdo de Glifosato por dezenove anos, ndo apresentaram qualquer efeito
adverso significativo sobre a microbiologia do solo (Hart & Brookes, 1996) e
nao foi observado impacto sobre a biomassa microbiologica, bem como sobre a
mineralizacdo de carbono e nitrogénio nas doses recomendadas de uso
(BIEDERBECK et al., 1997). Trabalhos mais recentes realizados por Haney et
al., (2000, 2002) também confirmam a degradagdo do produto sem impacto
negativo sobre a comunidade microbiana do solo. Da mesma forma, Giesy et al.
(2000) concluiram em seu relatério de avaliagdo do risco ecotoxicoldgico para a
molécula de Glifosato que, nas doses recomendadas, ndo ha qualquer evidéncia
de que o produto possa causar danos a microbiologia do solo (MONSANTO
DO BRASIL, 2013).

No ambiente agricola, o Glifosato ndo causa impacto significativo sobre
as populacoes microbianas em funcdo da grande diversidade dos
microrganismos, da composi¢ao fisico-quimica dos solos ¢ da dose efetiva para

exercer alguma acdo sobre eles.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a presenca de residuos de Glifosato e 4cido aminometilfosfonico
(AMPA) em graos de soja e em amostras de solo e suas implicagdes para a
saude e ao meio ambiente, verificando assim o comportamento do produto em
determinadas areas de aplicagdo e se ha diferenca no comportamento ambiental
quando comparada a aplicacdo em culturas de soja convencional e

geneticamente modificada.

3.2 Especificos

e Avaliar os residuos de Glifosato e AMPA em graos de soja e em

amostras de solo, apo6s aplicagdo, em tempos previamente

definidos.

e Avaliar as implica¢des dos resultados da presenca de Glifosato ¢
AMPA em soja e compara-las com os LMR estabelecidos em

legislagdes pelos 6rgdo governamentais.

37



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Areas de estudo

Considerando a larga distribuicdo geografica desta cultura, foram
escolhidas cinco das areas definidas por regides representativas do plantio da
soja no Brasil, levando em consideracdo as diversas caracteristicas de cada
regiao.

A metodologia utilizada neste trabalho foi a de pesquisa bibliografica e
avaliacado dos dados obtidos nas analises efetuadas em esclarecimento as
demandas contidas no Comunicado n°54 da CTNBio pela empresa Monsanto do
Brasil, o qual determina o monitoramento comparativo de plantios comerciais
dos cultivares de soja e do sistema convencional em diferentes regides do
Brasil, porém, tendo como foco, apenas os resultados das anélises dos niveis de
residuos em solo e em graos de soja.

O presente estudo se propdem a avaliar a presenga de residuos em solo e
em graos de soja em cinco areas de monitoramento, sendo elas: Sao Luiz
Gonzaga/RS, Londrina/PR, Rondonopolis/MT, Santa Helena de Goias/GO e

Barreiras/BA, representando parte da area de soja plantada no Brasil (Tabela 1).

Tabela 1: Areas de monitoramento de acordo com os estados e regides

do Brasil

Estados Regides

Rio Grande do Sul Sao Luis Gonzaga
Parana Londrina

Mato Grosso Rondonopolis

Goias Santa Helena de Goias
Bahia Barreiras
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Nas regioes de Sao Luiz Gonzaga, Londrina e Santa Helena do Goias
foram avaliadas 6 parcelas (Figura 4) e as regides de Rondondpolis e Barreiras,

9 parcelas para o estudo da presenca de glifosato em solo e em graos de soja

(Figura 5).

SRRIHCV

SRR/HRR

SRR/HRR

Figura 4: Representagdo grafica de uma area de experimentos delineados com
seis parcelas. Soja Roundup® Ready e herbicida convencial (SRR/HCV); Soja
Roundup® Ready e herbicida Roundup® Ready (SRR/HRR) ¢ soja convencional
e herbicida convencional (SCV/HCV).
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Figura 5: Representacdo grafica de uma area de experimentos delineados com
nove parcelas. Soja Roundup® Ready e herbicida convencial (SRR/HCV); Soja
Roundup® Ready e herbicida Roundup® Ready (SRR/HRR) ¢ soja convencional
¢ herbicida convencional (SCV/HCV).

4.2 Caracterizacao das areas

A regido de Sao Luiz Gonzaga, no Rio Grande do Sul, e de Londrina, no
Parana, encontram-se em dareas ocupadas por floresta; as regido de
Rondonodpolis, no Mato Grosso e Santa Helena de Goias, no estado de Goias,
encontram-se em areas com vegetacao variando entre cerrado e cerradao (uma
formagao florestal do bioma cerrado com caracteristicas esclerofilas) e a regido
de Barreiras, na Bahia, tem vegetacdao de cerrado, mas encontra-se no inicio da
transicdo com a zona das caatingas. Nas regioes de Sdo Luiz Gonzaga, Londrina
e Santa Helena de Goias predomina o solo do tipo latossolo vermelho; em
Barreiras latossolo amarelo e em Rondonopolis Podzolico Vermelho Amarelo

(IBGE, 2013).
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H4é certa similaridade climatica entre as regides decorrente das proprias

condi¢des exigidas para o cultivo da soja. Porém, algumas diferencas sao

observadas, como, por exemplo, as regides de Rondonoplis - MT e Barreiras -

BA que apresentam similaridades nas temperaturas maximas, médias e

minimas, mas sao diferentes nas variagdes da insolag¢do, na precipitacao anual e

altitude, conforme apresentadas nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2: Temperaturas maximas, minimas ¢ médias, insolagdo e precipitacdo

anual para as cidades monitoradas.

Regides do Temperatura (°C) Insolacdo | Precipitacdo
Monitoramento Max. | Min. | Média | Anual (h) | Anual (mm)
Sdo Luiz Gonzaga-RS | 24-27 | 12-15 | 18-21 | 2100-2400 | 1500-1800
Londrina-PR 25-27 | 12-15 | 18-21 1800-2100 | 1200-1500
Rondonépolis-MT 30-33 | 18-21 | 24-27 | 2100-2400 | 1500-1800
Santa Helena de Goias- | 27-30 | 18-21 | 21-24 | 2100-2400 | 1500-1800
GO
Barreiras-BA 30-33 | 18-21 | 24-27 | 2400-2700 | 1200-1500

Fonte: INMET, 2013.

Tabela 3: Dados referentes a longitude, latitude e altitude das cidades

monitoradas.
n . Coordenadas Altitude

Regides do Monitoramento Longitude L atitude m)
Sao Luiz Gonzaga-RS -54°57°39°° | -28°24°30”° 231
Londrina-PR -51°09°46°° | -23°18°37” 585
Rondondpolis-MT -54°38°08°° | -16°28°15” 227
Santa Helena de Goias-GO -50°35°49°° | -17°48°49”° 562
Barreiras-BA -44°59°24°° | -12°09°10”° 452

Fonte: Apolol1.com, 2013.
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4.3 Coletas e amostragens

Previamente a aplicagdo do herbicida, foram coletadas amostras de solo
para verificar os atributos fisicos para cada regido.

As coletas de amostras de solo foram realizadas em duas épocas, sendo a
primeira antes da aplicacdo do herbicida de manejo e a segunda entre a 10* ¢ 12°
semanas apods o plantio, ou seja, apos a aplicagdo de herbicidas em pré-plantio e
em pds-emergéncia da soja.

Foram amostradas as parcelas com os tratamentos SRR/HRR (Soja
Roundup” Ready e herbicida Roundup” Ready), SRR/HCV (Soja Roundup®
Ready e herbicida convencional) e SCV/HCV (soja convencional e herbicida
convencional). Vale lembrar que, o Herbicida Roundup® Ready esta registrado
no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento para o uso em soja

geneticamente modificada (MAPA, 2013).

Uma amostra de solo consiste em uma pequena porcao de terra capaz de
representd-lo em uma analise quimica e fisica e como esta por¢do ¢ pequena em
relacdo a quantidade de solo que ira representar, deve-se tomar todo cuidado na
retirada dessa amostra. Sendo assim, para que se consiga fazer uma boa
amostragem do solo, primeiro € necessario coletar amostras simples, mistura-las
até que fiquem bem homogeneizadas, ¢ assim, formar uma amostra composta

(SQUIBA et al., 2002).

Foram realizadas coletas de sub-amostras nas trés parcelas de
tratamentos, apresentando diferengas nos procedimentos de obtencdo das
amostras compostas. Nos experimentos com tratamento SRR/HRR cada parcela
forneceu uma amostra composta. J4 nos outros dois experimentos, SRR/HCV e
SCV/HCV, primeiramente foram coletadas uma amostra composta por
tratamento, e depois uma amostra composta dos dois tratamentos
concomitantemente, uma vez que em ambos os tratamentos usou-se herbicida

convencional, tendo assim, um perfil semelhante quanto ao residuo do glifosato.
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Foram coletada sub-amostras observando-se um raio de 20 metros de
cada um dos cinco pontos demarcados. Cada sub-amostra foi coletada em trés
profundidades, de 0,0-10,0 cm, 10,0-20,0 cm e 20,0-30,0 cm. De cada
profundidade apos a devida homogeneizagdo, na parcela com o tratamento
SRR/HRR, foi separado 1,0 Kg do solo homogeneizado que constituiu em uma
amostra composta por parcela. J4 na parcela com os tratamentos SRR/HCV e
SCV/HCV, as sub-amostras coletadas foram todas homogeneizadas e
forneceram uma amostra composta por profundidade. Destas foram separados
1,0 quilo do solo homogéneo que foi armazenado como seguranga. Em
sequéncia realizou-se uma segunda homogeneizagdo das amostras compostas,
obtidas em cada tratamento, para fornecer 1,0 quilo de uma amostra composta
unica, por profundidade, representativa de ambos os tratamentos. Em todos os
tratamento, uma aliquota de 0,5 quilo foi guardada como seguranca e outra
analisada para a quantificacao dos residuos de Glifosato e AMPA.

As amostras de graos, foram obtidas de todas as parcelas com os
tratamentos SRR/HRR, SRR/HCV e SCV/HCV, no més de fevereiro, quando os
graos se apresentavam em estagio propicio a colheita

Em cada parcela do tratamento SRR/HRR foram coletadas 40 plantas
aleatériamente, observando-se um raio de 20 metros de cada um dos 5 (cinco)
pontos demarcados. Essas sub-amostras foram trilhadas, homogeneizadas e a
massa total de graos foi reduzida a uma amostra composta de 2,0 quilos, por
parcela, seguindo o procedimento de reducao por quarteio, ou seja, fazendo dois
cortes perpendiculares com uma faca de aco. Uma aliquota de 1,0 quilo foi
guardada como seguranga ¢ a outra foi analisada visando quantificar os residuos
de Glifosato e AMPA.

Nas parcelas com os tratamentos SRR/HCV e SCV/HCV foram coletadas
também 40 plantas aleatoriamente, observando-se um raio de 20 metros de cada

um dos 5 (cinco) pontos demarcados. Da mesma forma, separou-se uma unica
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amostra composta de 2,0 Kg, para ambos os tratamentos, seguindo o
procedimento de reducao por quarteio. Uma aliquota de 1,0 Kg foi guardada
como seguranca e outra analisada.

Para seguranga, em cada um dos tratamentos SRR/HCV e SCV/HCV foi
coletada uma amostra composta de 1,0 quilo, a qual foi armazenada para ser
submetida para andlise caso fosse detectado residuo na amostra composta
coletada segundo orientacdo descrita no paragrafo anterior. E visando evitar
contaminacdo das amostras, para cada amostra coletada foi utilizado um novo

material, descartando-se o anterior.

4.4 Numero de amostras

4.4.1 Numero de amostras de solo:

Parcelas SRR/HRR:

Nos experimentos delineados com seis parcelas, cujo tratamento
SRR/HRR utilizou duas parcelas, o nimero total de amostras coletadas foi de
36, ou seja, duas épocas de coleta, trés profundidades por parcela, duas parcelas,
totalizando 12 amostras, € nas trés regioes, o total de 36 amostras.

Nos experimentos delineados com nove parcelas, cujo tratamento
SRR/HRR utilizou trés parcelas, o nimero total de amostras coletadas foi de 36,
ou seja, duas épocas de coleta, trés profundidades por parcela, trés parcelas,
totalizando 18 amostras, e nas duas regides, o total de 36 amostras.

Parcelas SRR/HCV e SCV/HCV:

Nos experimentos delineados com seis parcelas, cujos tratamentos
SRR/HCV e SCV/HCV utilizou duas parcelas cada, o numero total de amostras
coletadas foi de 18, resultantes da segunda homogeneizagdo, ou seja, duas
épocas de coleta, trés profundidades por tratamento, trés regides, totalizando 18

amostras. Neste caso, as amostras provenientes dos dois tratamentos foram
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homegeneizadas, resultando em uma amostra composta para ambos o0s
tratamentos, por profundidade.

Nos experimentos delineados com nove parcelas, cujos tratamentos
SRR/HCV e SCV/HCV utilizam trés parcelas cada, o nimero total de amostras
coletadas foi de 12, resultantes da segunda homogeneizagdo, ou seja, duas
épocas de coleta, trés profundidades por tratamento, duas regides, totalizando 12
amostras. Neste caso, as amostras provenientes dos dois tratamentos foram
homegeneizadas, resultando em uma amostra composta para ambos o0s
tratamentos, por profundidade. Conforme dados disponiveis na literatura, o
Glifosato e 0 AMPA ndo sdo passiveis de lixiviacdo, logo, primeiramente foram
analisadas as amostras coletadas na profundidade de 0,0-10,0 cm. As andlises
das profundidades de 10-20 e 20-30 s6 seriam realizadas se fossem encontrados
residuos significativos de Glifosato ou AMPA nas primeiras amostras
analisadas. Devido a maior preocupacdo referente aos residuos presentes na
soja geneticamente modificada, neste caso, independente da quantidade de
residuo encontrado na profundidade de 0,0-10,0 cm, a analise das amostras na

profundidade de 10-20 seriam realizadas.

4.4.2 Numero de amostras de graos:

Parcelas SRR/HRR:

Nos experimentos delineados com 6 (seis) parcelas, cujo tratamento
SRR/HRR utiliza 2 (duas) parcelas, o nimero total de amostras analisadas foi
de 6 (seis), ou seja, 1 (uma) época de coleta, 1 (uma) amostra por parcela, 2
(duas) parcelas, 3 (trés) regides, totalizando 6 (seis) amostras.

Nos experimentos delineados com 9 (nove) parcelas, cujo tratamento
SRR/HRR utiliza 3 (trés) parcelas, o nimero total de amostras analisadas foi de
6 (seis), ou seja, 1 (uma) época de coleta, 1 (uma) amostra por parcela, 3 (trés)

parcelas, 2 (duas) regides, totalizando 6 (seis) amostras.

45



Parcelas SRR/HCV e SCV/HCV:
Nos experimentos delineados com 6 (seis) parcelas, cujos tratamentos

SRR/HCV e SCV/HCV utilizam 2 (duas) parcelas cada, o nimero total de

amostras analisadas foi de 3 (trés), ou seja, 1 (uma) época de coleta, 1 (uma)
amostra para ambos os tratamentos, 3 (trés) regides, totalizando 3 (trés)
amostras.

Nos experimentos delineados com 9 (nove) parcelas, cujos tratamentos
SRR/HCV e SCV/HCV utilizam 3 (trés) parcelas cada, o numero total de
amostras analisadas foi de 2 (dois), ou seja, 1 (uma) época de coleta, 1 (uma)
amostra para ambos os tratamentos, 2 (duas) regides, totalizando 2 (duas)
amostras.

Parcelas SRR/HCV e SCV/HCV (Amostras de Seguranca):

Nos experimentos delineados com 6 (seis) parcelas, cujos tratamentos
SRR/HCV e SCV/HCV utilizam 2 (duas) parcelas cada, foi coletada uma
amostra composta de 1,0 quilo, para cada tratamento, a qual foi armazenada,
com o total de 6 (seis) amostras, ou seja, 1 (uma) época de coleta, 1 (uma)
amostra composta para cada tratamento, 2 (dois) tratamentos, 3 (trés) regioes,
totalizando 6 (seis) amostras.

Nos experimentos delineados com 9 (nove) parcelas, cujos tratamentos
SRR/HCV e SCV/HCV utilizam 3 (trés) parcelas cada, foi coletada uma
amostra composta de 1,0 quilo, para cada tratamento, a qual foi armazenada,
com o total de 4 (quatro) amostras, ou seja, 1 (uma) época de coleta, 1 (uma)
amostra composta para cada tratamento, 2 (duas) regides, 2 (dois) tratamentos,
totalizando 4 (quatro) amostras.

No total foram coletadas 17 (dezessete) amostras que foram analisadas e
10 (dez) amostras de seguranga que foram coletadas e armazenadas, cuja analise

dependia dos resultados das amostras anteriores.
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4.5 Acondicionamento e Transporte das Amostras:

Acondicionamento da Amostra Unitaria de graos de soja:

As operagdes de colheita, trilhagem e quarteio foram realizadas de forma
rapida evitando a exposicdo dos graos a temperatura ambiente. As plantas
abrangidas pela amostragem foram arrancadas manualmente, determinando-se o
numero de plantas e posteriormente encaminhadas para o processo de trilhagem.
As amostras coletadas foram embaladas em sacos plésticos duplos, lacrados,
com identificacdo interna e externa. Logo apds a amostragem, as amostras

foram colocadas em caixas de isopor com gelo seco.

Acondicionamento das Amostras Unitarias de solo:

As operagdes de coleta foram realizadas de forma rapida evitando-se a
exposicao das amostras de solo a temperatura ambiente. As amostras compostas
foram embaladas em sacos plasticos duplos, lacrados e identificadas interna e
externamente. Logo apos a amostragem, as amostras foram colocadas em caixas
de isopor com gelo seco. Cada aliquota de 0,5 quilo foi embalada

separadamente para analise e seguranca.

Acondicionamento das Amostras para Transporte:

As amostras foram retiradas do gelo seco, acondicionadas em caixas de
isopor, com gelo comum, evitando-se qualquer contato da dgua do gelo e foram
entregues no laboratério em um periodo maximo de 24 horas. Durante todo o
transporte as condi¢cdoes foram monitoradas visando manter as amostras
congeladas. Todas as coletas e transporte das amostras foram efetuadas

conforme os Padrdes de Procedimentos Internos pré estabelecidos.
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Estudos de estabilidade congelada para o glifosato e AMPA realizado em
amostras de milho, soja, palha, tomate, batata e sementes de alfafa demostraram
que os residuos de glifosato ndo foram afetados pelo congelamento no periodo
de 2 a 5 anos (MUETH, 2013).

Essas amostras foram analisadas pela Divisdo de Analises de Residuos do
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas da
UNICAMP , em Campinas, SP, de acordo com as normas estabelecidas. As
amostras foram mantidas congeladas a -19°C £ 5 °C até a analise para a

manutencao da sua integridade.

4.6. Equipamentos e materiais

e Agitador magnético, Tecnal TE089;

e Balanca analitica, Ainsworth;

e Balanga semi-analitica, Micronal B6000;

e Baldo de fundo redondo de 500 mL;

e Bomba de alto vacuo, Alcatel;

e Centrifuga de alta velocidade, refrigerada, Sorval (Super T21);

e Colunas de vidro com placa sinterizada para cromatografia: 25cm de
comprimento X 2.0cm e 32cm de comprimento X 1.0 cm;

e Colunas para HPLC, de troca catidnica em poliestirenodivinilbenzeno
Aminex A-9, forma potéssica, de 300 mm x 4,6 mm d.i. € 150 mm x 4,6
mm d.i., Bio Rad Laboratories;

e Deionizador, Barnstead;

e Estufa com circulagdo forcada de ar, Tecnal;

e Evaporadores rotatorios, Buchi;

o Filtros descartaveis para amostras aquosas de 13 mm diam. com poro de 0,45
um, Millipore;
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Funil Analitico;

La de vidro;

Liquidificador a prova de explosao, Waring;

Membranas de filtragdo de 47 mm de didmetro, 0,45um em nylon ou éster de
celulose;

Moinho de facas, Fanem;

Peneira com malha de 2 mm;

pH-metro, Micronal B374;

Pipeta Pasteur;

Proveta volumétrica de 10 mL;

Proveta volumétrica de 100 mL;

Seringas descartaveis de 3mL, Plastipak;

Sistema de cromatografia liquida marca Shimadzu com amostrador
automatico,SIL-10A, Shimadzu; bomba para HPLC, LC-10AD, Shimadzu;
forno para coluna cromatografica, CTO-10A; bombas para reacdo poOs-
coluna, Eldex; tubos de aco em espirais para reacao: solu¢do oxidante 3.0 m
de comprimento X 0.02” d.i. x 1/16” d.e.; solugdo de O-ftaldialdeido, 3.0 m
comprimento X 0.02”d.i. x 1/16”d.e., forno para reacdo pds-coluna,
Shimadzu; detector de fluorescéncia, RF-535, Shimadzu; processador de
dados, Class-LC10, Shimadzu; valvula de 6 vias desviadora de fluxo, Valco.
Tubos de centrifuga de 250 ml em polipropileno;

Ultra —som, Branson 2200.

4.6.1. Reativos e reagentes

Padrao analitico de Glifosato e AMPA da empresa Monsanto, pureza 99,9%;
Resina de Complexacdo, Chelex®-100, 100-200 Mesh forma sodica, grau

analitico, Bio Rad Laboratories;
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e Resina de troca ionica AGIl - X8, 200-400 Mesh, forma cloreto, grau
analitico, Bio Rad Laboratories;

e Resina de troca catidnica AG50 - W, 100-200 Mesh, forma hidrogénio, grau
analitico, Bio Rad Laboratories;

e Agua deionizada;

e Cloreto férrico hexahidratado, grau reagente, 0,1 N, Aldrich;

e Acido cloridrico concentrado, grau analitico, Carlo Erba e solugdes 6N,
0,2N, 0,1N e 0,02N;

e Cloroférmio, para analise de residuos, Merck;

e Dihidrogénio fosfato de potassio 99,99%, grau HPLC, 0,005 M, Aldrich;

e Dihidrogénio fosfato de potassio, grau analitico, 0,1 M;

e Metanol, grau HPLC, Mallinckrodt;

o Acido fosforico 85%, grau analitico, Merck;

¢ Hipoclorito de calcio, 65% de cloro disponivel, Synth;

e C(Cloreto de sodio, grau analitico, Carlo Erba;

e 2-Mercaptoetanol, grau reagente, Merck;

e Hidréxido de amonio 25%, grau analitico, Merck;

e Hidroxido de potassio, grau analitico, Mallinckrodt;

e Hidroxido de sédio, grau analitico, 0,04%, VWR Scientific;

e 1,2- dicarboxaldeido ftalico, grau analitico, Acros;

e Acido borico, grau analitico, 0,4 M, Merck.

O Glifosato ¢ o AMPA sao isolados das demais matrizes com solucao
aquosa € os extratos sdo limpos por complexac¢do em resina quelante na forma
férrica, seguida de eluicdo dos compostos com acido cloridrico e eliminagdo do

ferro em resina de troca anidnica.
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1) Preparo da resina AG1 - X8

Lavou-se 500g da resina AG1-X8 trés vezes com 1L de 4gua deionizada e

armazenou-se em frasco com tampa, em agua deionizada, até ser utilizada.

2) Preparo da resina complexante na forma ferrica

Preparou-se 1 L de uma solugdo Cloreto Férrico 0,1 N/ HCI 6 N em 4gua
deionizada. Apds hidratagdao da resina Chelex-100 com 1 L de 4gua deionizada,
sob agitacdo magnética, foram acrescidos 25 mL de HC1 6 N e 500 mL de FeCl;
0,1 N, respectivamente.

Manteve-se a agitagdo por 10 minutos até a sedimentagao da resina. Apos
a sedimentacdo, a fase aquosa foi decantada, a resina foi lavada com 1 L de
agua deionizada, e decantada a agua de lavagem.

Adicionou-se mais duas vezes 250 mL da solugdo 0,1N de FeCl;e 1 L de
agua deionizada. Apos agitacao de 10 minutos, a fase aquosa foi decantada, a
resina foi lavada com 4gua deionizada novamente e transferida para uma coluna
cromatografica de vidro de 10 cm de didmetro. Esta foi lavada com 2 L de HCI
0,02 N. Ao final, a resina foi transferida para um frasco ambar e armazenada em

agua deionizada até ser utilizada.
3) Solugdes de NH4OH 0,25 M / KH,PO4 0,1 M em &gua deionizada
Uma quantia de 13,6 g de KH,PO, foi pesado e solubilizado em agua

deionizada, transferida para um baldo volumétrico de 1 L, acrescentada de 18,7

mL de NH4OH e completado o volume com dgua deionizada.
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4) Solucgbes padrao de Glifosato e acido aminometilfosfonico para HPLC e

fortificagOes.

Foram preparadas solugdes padroes de AMPA e glifosato na
concentracdo de Img/mL em agua deionizada. A partir desta solucdo, diluigdes
seriadas foram realizadas para fortificar amostras posteriormente e para fazer a

curva de calibragao.

5) Fase movel para HPLC

A fase movel utilizada foi diidrogénio fosfato de potéassio 0,005 M /
Metanol 4%. O pH da solucdo foi ajustado para 2,1 com &cido fosfoérico
concentrado. Esta solucdo foi filtrada em membrana de 0,45 pm e

desgaseificada sob vacuo.

6) Solucéo oxidante de hipoclorito de célcio

Esta solucao oxidante foi composta por KH,PO, 0,136%, NaCl 1,16%,
NaOH 0,04% e Ca(ClO), 0,002% diluidos em &gua deionizada e filtrada em

membrana de nylon de 0,45 um.

7) Solucéo de Acido Borico 0,4 M

Dissolveu-se 25 g de 4acido borico em 950 mL de agua deionizada em um
becker de 1 L usando agitacdo magnética. O pH foi ajustado para 10,40 + 0,02
usando solucao de hidroxido de potassio 45%. A solugdo foi transferida para um
baldo volumétrico de 1 L, completado o volume com 4gua deionizada, e filtrada

em membrana de 0,45 pm de nylon ou éster de celulose.
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8) Solucéo de o-ftaldialdeido (OPA)

Em um baldo volumétrico de 1 L colocou-se cerca de 700 mL da solucao
de acido borico preparada no item anterior. Foi adicionado 10 mL de solugdo de
OPA preparada dissolvendo-se 800 mg de 1,2-dicarboxaldeido ftalico (o-
ftaldialdeido) em metanol, em um baldo volumétrico ambar de 10 mL, agitando
lentamente em temperatura ambiente. Foi ainda adicionado 2 mL de 2-
mercaptoetanol, completando o volume do baldo com éacido borico 0,4 M, e
submetendo a solugdo a leve agitagcdo. A solugdo foi transferida para um frasco
ambar com tampa. Foi aplicada uma corrente de N, nos frascos com a solugédo e

no frasco de 2-mercaptoetanol, e estes foram imediatamente bem vedados.

4.7. Procedimentos Analiticos

4.7.1. Preparo e extragdo das amostras de solo:

O solo amostrado foi colocado em bandejas de ago inox e secado em
estufa com ar forgado a 40°C por 48 h. Apos a secagem, a amostra foi
homogeneizada num almofariz e peneirada em peneira de 2 mm.

Foram pesados 20g de solo homogéneo diretamente em tubos de
centrifuga de 250 mL com tampa rosqueavel, onde foi acrescentado 80 mL de
uma solucdo NH,OH 0,25 M e KH,PO, 0,1 M. Os frascos foram agitados
horizontalmente, em agitador durante 90 min. Os pesos dos tubos foram
centrifugados por 20 min a 2.800 G. O sobrenadante foi transferido para outro
tubo de centrifuga. Foi realizada uma segunda extragdo do residuo sélido com
80 mL da solu¢ao de NH,OH 0,25 M ¢ KH,P0O,0,1 M.

O pH do sobrenadante foi ajustado para 2 com dacido cloridrico 6 N, os
frascos foram centrifugados por 10 min a 700 G. O sobrenadante foi
diretamente transferido para um baldo de fundo redondo de 500 mL, com o
auxilio de um funil analitico contendo 1a de vidro.
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O sobrenadante da 2* extragdo foi transferido para outro tubo de
centrifuga, seguindo o procedimento acima descrito. Ambos os extratos podem
ser combinados caso a quantidade de cations extraidos ndo saturarem a resina,
que pode ser previamente verificada com um padrdao de Glifosato ¢ AMPA
adicionados a um extrato de solo. Caso contrario, devem ser tratados
separadamente.

O extrato de solo foi reduzido para um volume inferior a 5 mL sob véacuo
e temperatura a 60°C. Nos casos de formagao intensa de espuma, que dificulta o
processo de evaporagdao, foram adicionadas algumas gotas (3 gotas) de
antiespumante.

O extrato reduzido foi transferido com a ajuda de uma pipeta Pasteur,
lavando bem o baldo com HCI 0,01M, mas sem exceder muito o volume, para
um tubo de centrifuga de 50 mL. Nesta etapa, o volume de 10 mL ndo foi

ultrapassado.

4.7.2. Preparo e extragdao das amostras de soja:

As amostras foram homogeinizadas em um moinho, com gelo seco, na
propor¢cao de 2:1, e foram posteriormente armazenadas em camara fria em
recipiente aberto para eliminagdo do didéxido de carbono. Os frascos foram
lacrados e mantidos a temperatura de —20°C até a analise.

Aliquotas de 20g da amostra foram adicionadas em um liquidificador de 1
L de capacidade, seguidos de 50 ml de cloroférmio e 150 ml de HC1 0,1 N e
homogeneizadas por um minuto.

O conteudo do liquidificador foi transferido para frascos de centrifuga de
250 mL. Os pesos dos frascos da centrifuga foram equilibrados com
cloroférmio e centrifugados a 7.150 G por 20 minutos. Foram decantados 120

mL da fase aquosa. O pH do sobrenadante foi ajustado para 4,0 com solugao de
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hidréxido de sodio 0,04%, e os extratos foram novamente centrifugados nas
mesmas condi¢gdes anteriores. O sobrenadante foi transferido quantitativamente
para um becker de 600 mL e o volume completado para 400 mL com agua

deionizada. As amostras assim tratadas foram aplicadas em colunas contendo

Chelex®-Fe(III).

Cromatografia em resina AG 50-W (solo)

Foram colocados 0,5 — 1 cm de 13 de vidro sobre a placa sinterizada de
uma coluna de 2,0 + 0,1 cm de didmetro e 30 cm de comprimento. Foram
pesados 50,0 g de resina AG-50W em becker e adicionados HC1 0,01 M para
formar uma pasta. Sem deixar secar, esta resina foi introduzida na coluna e
condicionada com mais 200 mL de solu¢ao de HCI1 0,01 M a um fluxo de 2,5
mL.min". 5 mL do extrato de solo foram transferidos para a coluna AG 50-W.

Visando evitar perdas do Glifosato por saturagdo da coluna, nesta etapa
foi aplicada uma aliquota de 5 mL do extrato. O fluxo utilizado em todas as
etapas foi de 2,5 mL min™.

A coluna foi lavada com 9 por¢des de 5 mL de HCI 0,01 M (total 45 ml)
desprezando o ecluato. A amostra eluida foi recolhida num baldo de fundo
redondo de 500 mL com 5 por¢des de 55 mL de HCI 0,01 M (total 275 mL).

O eluato foi evaporado até a secura em evaporador rotatorio a vacuo com
banho mantido a 60°C. O residuo de Glifosato e AMPA foram ressupensos em
fase movel, e transferido para um baldo volumétrico de 5 mL. A solucdo foi
filtrada em filtro de 0,45 um e analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com reagdo pds-coluna em detector de fluorescéncia (HPLC/PCR

Fluorescéncia).
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Cromatografia em resina Chelex® (soja)

Em uma proveta foram medidas 15 mL de resina Chelex - Fe(lll) que
posteriormente foram transferidas para as colunas de vidro com placas
sinterizadas de 2 cm didmetro x 25 cm de comprimento, previamente
preenchidas com agua deionizada. As amostras foram transferidas para as
colunas ¢ eluidas a uma velocidade de 6 mL min'. As colunas foram
condicionadas com 100 mL de HCI 0,2 N, sendo descartados todos os volumes
até entdo eluidos. O Glifosato e 0 AMPA foram eluidos com aliquotas de 3 mL
de HC1 6 N e 4 mL de HCI 6 N, respectivamente, descartando-se esses volumes
de elui¢ao. Em provetas de 50 mL, foram coletados os eluatos com 5 porgdes de

5 mL de HCI 6 N e adicionados de 10 mL de HCI concentrado.

Cromatografia em resina de troca ibnica AG1-X8 (soja)

As colunas foram vedadas com 13 de vidro, com placas sinterizadas de 1,0
cm x 32 cm de comprimento. Adicionou-se 8 mL de agua deionizada e 8 cm de
resina AG1-X8.

As resinas foram lavadas com trés por¢coes de 5 mL de HCl 6 N e as
amostras foram ali aplicadas, sendo que os eluatos foram coletados em baldes
de 125 mL, mantendo as torneiras totalmente abertas. As provetas das amostras
foram lavadas com 2 mL de HCI 6 N e aplicadas nas colunas. Foram
adicionados 8 mL de HC1 6 N.

As amostras foram concentradas até a secura sob vacuo em evaporador
rotatorio, a temperatura de 60 °C. O residuo foi ressuspenso em 2,0 mL de fase
movel, filtrado em membrana de 0,45 um, e analisado por HPLC com reagao
pos coluna em detector de fluorescéncia (ABARKELY & FAY, 2003;
ARAUJO et. al., 2001).
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4.7.2.1 Determinagao de Glifosato ¢ AMPA por HPLC e Reagdo Pos-
coluna com OPA-MERC.

O Glifosato ¢ AMPA podem ser separados por cromatografia de troca
i06nica e quantificados por fluorescéncia apds reacdo com o—ftalaldialdeido e
mercaptoetanol. Condi¢cdes Cromatograficas:

e Temperatura das colunas: 50 °C;

e Temperatura da espiral de reacdo com oxidante: 38 °C;

e Fluxo da fase movel: 0,7 mL min™';

e Fluxo da solugdo oxidante: 0,2 mL min™';

¢ Fluxo da solu¢ao de OPA: 0,4 mL min™;

e Volume injetado: 100 pL;

e Detector: comprimento de onda excitagdo: 350 nm

comprimento de onda emissao: 440 nm
Nessas condi¢des cromatograficas o tempo de retencdo dos compostos ¢

de cerca de 20 minutos para o Glifosato e de 40 minutos para 0o AMPA.

4.7.2.2 Quantificacao do glifosato e AMPA

Os dados de residuos foram calculados por regressao linear de curvas de
calibracdo obtidas com solugdes de padrao de Glifosato e AMPA versus a
resposta em altura de pico obtida no cromatdgrafo. Para o intervalo de
concentragdes (0,01; 0,10; 0,30; 1,00 e 10,00 pg/mL) a resposta do
equipamento ¢ linear obedecendo a equagao y = b + mx.

Esta regressdo linear ¢ a integral da curva, ou seja, uma reta. A equacao
da curva vem da integral, a 4rea abaixo da reta (entre a reta € o €ixo X), assim,
com essa equagdo ¢ possivel estabelecer os valores para um determinado ponto

descrito para as concentracdes indicadas.
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As constantes b (interse¢do) e m (coeficiente de regressdo) podem ser
encontradas através da regressao linear no intervalo observado.

O X é a concentragio em pg mL™' do composto injetado em parimetros
constantes do HPLC ey ¢ a resposta do cromatografo.

As curvas foram construidas com pelo menos cinco pontos, sendo o X a
concentracao em pg/mL e Y o eixo referente a altura do pico na unidade.

A quantidade, em mg kg™, do Glifosato ¢ AMPA nas amostras foi entdo

calculada da seguinte forma:

mg kg encontrado =  (x).(vol.f)
(f.a.)

onde: x= y—b
M
vol.f. = volume final no qual foram dissolvidas as amostras antes da anélise
cromatografica (mL).
f.a. = fator da amostra, refere-se a massa de matriz correspondente a aliquota
de extrato utilizado para a analise.

f.a. = (volume da aliquota de extrato, mL).(p.a)

(volume do extrato, mL)

p.a. = massa da amostra de matriz utilizada para anélise, em grama.

O desempenho de um método de analise de residuos ¢ normalmente
caracterizado entre outros parametros, pelos limites de deteccdo (LD) e de
quantificacdo (LQ) (CURRIE, 1995). O LD ¢ definido como a menor
quantidade ou concentragdo do analito que pode ser confiavelmente distinguida
com um grau de significancia pré-estabelecido (normalmente 95%) do sinal
ruido num sistema de deteccao. Ja o LQ ¢ definido como a menor concentragao

ou quantidade de um analito numa amostra que pode ser quantitativamente
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determinada com um grau de certeza aceitavel quando se aplica um determinado
procedimento analitico. Assim, concentragdes de um analito inferiores a esse

valor carecem de precisao e exatidao aceitaveis (AMARANTES et al., 2003).
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5. RESULTADOS

5.1 Resultados da validacdo do método para solo e gréos de soja

O método descrito, previamente validado por Cowell, et al., 1986, foi
revalidado com amostras de soja fortificadas e de solo de acordo com o
procedimento descrito no Harmonized guidelines for single laboratory
validation of methods of analysis (THOMPSON et al., 2002).

Resumidamente, o procedimento analitico para determinacao de residuos
de Glifosato e AMPA no solo baseou-se na extracdo dos dois compostos com
solu¢do aquosa basica e limpeza de extratos em resina de troca cationica. Apds
concentragdo a vacuo dos extratos obtidos, as amostras foram analisadas por
cromatografia de troca catidnica e um cromatografo liquido equipado com um
sistema de reacdo pds-coluna com o-ftaldialdeido e detector de fluorescéncia.

Dentro desse contexto, foram estabelecidos para o sistema analitico, os
limites de detecgdo, a linearidade de resposta para a faixa de concentragdao de
interesse, como também foram estabelecidos os limites de quantificacdo para
soja, as recuperagdes analiticas e os resultados. Esses resultados indicam que o
método preenche os critérios de aceitagdo para a determinacao de residuos de
Glifosato e AMPA em solo e soja.

As recuperagOes analiticas para soja foram efetuadas para concentracdes na
faixa de 0,05 a 20 mg kg™'. O método para solo foi validado para o intervalo de
concentragio de 0,05 - 1 mg kg'. O desvio padrio observado foi em
decorréncia das pequenas variagdes nos parametros do cromatdgrafo (Tabela 4).
O estudo da recuperagao consiste na "fortificacdo" da amostra, ou seja, na
adicao de solugdes com diferentes concentragdes do analito de interesse seguida
pela determinagdo da concentracdo do analito adicionado (AMARANTES et al.,
2003).
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Tanto o Glifosato quanto o AMPA podem ser detectados em
concentragdes de 0,010 ug ml"'. A resposta do HPLC foi linear na faixa de
concentragio de 0,01-10,0 pg ml"' com um coeficiente de correlagdo de 0,9999.

O limite de quantificacdo do método para tanto para o solo quanto para o

grao de soja ¢ de 0,05 mg kg'l.

Tabela 4 - Recuperacdo média de Glifosato e AMPA

) - Recuperagdo**
) Nivel de fortificacdo* o
Matriz 1 Media(%o)
(mg kg™) .
Glifosato AMPA
0,05 65+6 68+ 5
Solo 0,10 83 11 104 £2
1,0 80+ 6 84+ 5
0,05 84+7 -

0,2 9147 90+9
Grao de 0,5 89+4 93+10
Soja 1,0 83+2 13242

2,0 89+1 85+4

5,0 77+5 91+15

10,0 78+4 84+1

20,0 76+5 7818

*Concentragdo em que o analito ¢ adicionado na amostra controle.
** n =2 a 6 determinagoes

5.2 Residuo de Glifosato e AMPA em amostras de solo
Os resultados das coletas de amostras realizadas entre a 10? ¢ 12* semanas
apés o plantio, apos a aplicacdo de herbicidas em pré-plantio e em poOs-
emergéncia da soja, sdo apresentados, a seguir.
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O desempenho do método foi avaliado com o teste de recuperacao do
Glifosato e AMPA concomitantemente com cada grupo de analises efetuadas.
Para essa analise foi utilizado o solo coletado na profundidade de 10 a 20 cm e
fortificado com 1,0 mg/kg de Glifosato e AMPA. Foi obtida uma recuperacao
média de 86 = 8% para o Glifosato e 84 £ 8 para o0 AMPA. O limite de
quantificagdo (LQ) do método analitico para o solo foi de 0,05 mg/kg

As concentragdes de Glifosato ¢ de AMPA foram calculadas por
interpolagdo da resposta, em altura de pico, obtidas no cromatograma nas curvas
de calibragcdo construidas com solugdes padroes de Glifosato ¢ AMPA, com
pureza de 99,8 e 99,5% respectivamente.

A figura 6 ilustra os resultados obtidos dos residuos de Glifosato e seu
metabolito AMPA (mg/kg), no solo nas profundidades de 0 a 10 cm e 10 a 20
cm apos a aplicagdo de herbicidas em pré-plantio e em pds-emergéncia da soja
nas areas de monitoramento da primeira coleta de dados. Na profundidade de 0
a 10 cm, as concentragdes mais elevadas de Glifosato ¢ AMPA foram
encontradas nas areas de Barreiras e Rondonopolis, comparando com as demais
localidades, sendo que as concentracdes de AMPA foram maiores que a de
Glifosato em todos os tratamentos, com exce¢do da area de Sao Luis Gonzaga.
Tais variagdes podem estar associadas as condigdes ambientais das diversas
areas, como por exemplo, a temperatura, uma vez que as areas de Rondonodpolis
¢ Barreiras apresentaram as temperaturas maximas mais elevadas que as demais.

A tabela 5 apresenta as aplicacdes de Glifosato nestas areas da primeira
coleta de dados, mostrando que mesmo nos locais com duas aplicdes ou até
mesmo com o dobro da dose, o uso deste praguicida ainda assim ¢ seguro,
comprovado pelos baixos niveis de residuos encontrados. As concentragdes de
Glifosato e AMPA no tratamento SRR/HRR na profundidade de 10 a 20 cm, na
maioria dos casos encontravam-se abaixo do LQ, sendo que a concentragao de

Glifosato em Londrina ¢ de AMPA nas areas de Santa Helena de Goias e
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Barreiras estavam abaixo do limite de quantificacao (0,05 mg/Kg), detectando
com veracidade apenas a concentragao de 0,06 mg/kg de AMPA na regido de
Londrina. A dificuldade na detec¢do e quantificagdo pode ter ocorrido por ter
menos residuo do produto no solo na profundidade de 10 a 20 cm.

Esses dados demonstram a baixa exposi¢ao ao produto, ou seja, mesmo
com a interferéncia de diferentes temperaturas, altitude e precipitacdo entre as

cinco regides, as concentragdes permanecem baixas.

0,5
0,45

0,4
035
)
< 03 .
o o [Glifosato] - SRR/HRR
£ 025
S M [Glifosato] - SRR/HCV + SCV/HCV
c 02
S 015 ® [AMPA] - SRR/HRR

’0 1 B [AMPA] - SRR/HCV + SCV/HCV

[Glifosato] - SRR/HRR (10 a 20 cm)
0,05 -~
o - B [AMPA] - SRR/HRR (10 a 20 cm)
SLG LON RON SHG BAR
Areas Monitoradas

Soja Roundup® Ready e herbicida convencional (SRR/HCV); Soja Roundup® Ready e herbicida Roundup® Ready

(SRR/HRR) ¢ soja convencional ¢ herbicida convencional (SCV/HCV).

Sao Luis Gonzaga (SLG); Londrina (LON); Rondondpolis (RON); Santa Helena de Goias (SHG) e Barretos (BAR).

Figura 6 . Residuos de Glifosato ¢ seu metabolito AMPA (mg/kg) no solo nas
profundidades de 0 a 10 cm e 10 a 20 cm apo6s a aplicacao de herbicidas em pré-
plantio e em pos-emergéncia da soja nas areas de monitoramento da 1* coleta da
dados.
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Tabela 5. Aplicagdes de Glifosato nas areas de monitoramento em fung¢do dos

tratamentos SRR/HRR, SRR/HCV e SCV/HCYV da 1? coleta da dados.

AplicacGes em pré-plantio _ . i o _
AplicacBes em pds-emergéncia da soja
8 Tratamentos SRR/HRR, SRR/HCV e )
w 2 Exclusivo do Tratamento SRR/HRR
g O SCV/HCV
o S
<< ¢ Cobertura Idade da soja
o Ne de Dose Ne de Dose i
s L 1 do mato DAC o 1 (dias apés DAC
aplicagdes (ge.aha”) aplicacdes (g eaha”) )
(%) emergéncia)
SLG 1 864 3 87 1 1.200 31 42
LON 1 1.440 40 90 1 1.200 24 55
RON 1 936 20 a 40 75 1 960 27 39
SHG 1 750 90 75 2 720 e 720 17 e 38 31
BAR 1 1.102 5a10 87 1 960 20 59

DAC=Dias antes da coleta = Periodo entre a tultima aplicagdo de Glifosato em pré-plantio ou em pds-
emergéncia e a coleta de amostras entre a 10 e 12° semanas apds o plantio da soja.

A figura 7 ilustra os resultados de residuos de Glifosato e seu
metabdlito AMPA (mg/kg) no solo nas profundidades de 0 a 10 cm e 10 a 20
cm apos a aplicagdo de herbicidas em pré-plantio e em pds-emergéncia da soja
nas areas de monitoramento da segunda coleta de dados. Os resultados na
profundidade de 0 a 10 cm indicam que a concentragdo de AMPA no tratamento
SRR/HRR na regido de Rondonopolis estd mais alta que nas demais areas e que
os resultados anteriormente citados.

As concentragdes encontradas de AMPA foram maiores que as do
Glifosato em todas as areas monitoradas, mantendo-se elevadas nas regides de
Rondondpolis e Barreiras, mesmo na profundidade de 10 a 20 cm, indicando
que o AMPA ¢ mais persistente que o Glifosato e que mesmo em profundidades
maiores ¢ quem sabe pelo continuo uso dos produtos, pode-se encontrar
residuos do metabdlito, de qualquer forma, ainda assim, abaixo do limite
estabelecido para o Glifosato.

A tabela 6 apresenta as aplicagcoes de Glifosato nas 4reas de
monitoramento em funcao dos tratamentos SRR/HRR, SRR/HCV ¢ SCV/HCV

desta coleta de dados.
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1,6
1,4
1,2
®
» B [Glifosato] - SRR/HRR
E o8
S M [Glifosato] - SRR/HCV + SCV/HCV
[
g 0e ® [AMPA] - SRR/HRR
0,4 B [AMPA] - SRR/HCV + SCV/HCV
0,2 [Glifosato] - SRR/HRR (10 a 20 cm)
o B [AMPA] - SRR/HRR (10 a 20 cm)

SLG LON RON SHG BAR

Areas Monitoradas

Soja Roundup® Ready e herbicida convencional (SRR/HCV); Soja Roundup® Ready e herbicida Roundup® Ready
(SRR/HRR) ¢ soja convencional e herbicida convencional (SCV/HCV).
Séao Luis Gonzaga (SLG); Londrina (LON); Rondondpolis (RON); Santa Helena de Goids (SHG) e Barretos (BAR).

Figura 7. Residuos de Glifosato e seu metabdlito AMPA (mg/kg) no solo nas
profundidades de 0 a 10 cm e 10 a 20 cm ap0s a aplicagdo de herbicidas em pré-
plantio e em pos-emergéncia da soja nas areas de monitoramento da 2* coleta da

dados.

A figura 8 ilustra os resultados obtidos dos residuos de Glifosato e seu
metabolito AMPA (mg/kg) no solo nas profundidades de 0 a 10 cm e 10 a 20
cm apo6s a aplicacdo de herbicidas em pré-plantio e em pos-emergéncia da soja
nas areas de monitoramento da terceira coleta de dados. A Tabela 7 apresenta as
aplicacoes de Glifosato nas areas de monitoramento em fun¢ao dos tratamentos

SRR/HRR, SRR/HCV e SCV/HCV de tal coleta.
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Tabela 6. Aplicagdes de Glifosato nas areas de monitoramento em fungdo dos

tratamentos SRR/HRR, SRR/HCV e SCV/HCYV da 2? coleta de dados.

Aplicagdes em pré-plantio
Tratamentos SRR/HRR, SRR/HCV e

AplicacBes em pés-emergéncia da soja

Exclusivo do Tratamento SRR/HRR

Areas SCV/HCV
Cobertura Idade da soja
N° de Dose N° de Dose
L 1 do mato DAC o 1 (dias apés DAC
aplicagdes | (ge.aha”) aplicacdes (g eaha”) o
(%) emergéncia)
SLG 1 650 10 82 2 576 e 576 17 e 36 25
LON 1 1195 20 102 1 1.200 42 44
RON 1 849 85 75 1 975 25 39
SHG 1 975 1 77 1 975 27 43
BAR 1 1440 90 107 1 1300 28 67
1,8
1,6
1,4
= 12
<
lén 1 M [Glifosato] - SRR/HRR
S 08 m [Glifosato] - SRR/HCV + SCV/HCV
c
S o6 # [AMPA] - SRR/HRR
04 B [AMPA] - SRR/HCV + SCV/HCV
02 [Glifosato] - SRR/HRR (10 a 20 cm)
0 - W [AMPA] - SRR/HRR (10 a 20 cm)
SLG LON RON SHG BAR
Areas Monitoradas
Soja Roundup® Ready e herbicida convencional (SRR/HCV); Soja Roundup® Ready e herbicida Roundup® Ready
(SRR/HRR) e soja convencional e herbicida convencional (SCV/HCV).
Séo Luis Gonzaga (SLG); Londrina (LON); Rondonépolis (RON); Santa Helena de Goias (SHG) e Barretos (BAR).

Figura 8. Residuos de Glifosato e seu metabdlito AMPA (mg/kg) no solo nas

profundidades de 0 a 10 cm e 10 a 20 cm apds a aplicagdo de herbicidas em pré-

plantio e em pds-emergéncia da soja nas areas de monitoramento da 3* coleta da

dados.
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Na figura 8 podemos observar que a regido de Rondondpolis apresentou
concentragdes de Glifosato no tratamento SRR/HRR maiores que os demais
tratamentos e areas, mantendo concentracdes de AMPA maiores em todos os
casos quando comparados com as concentracdes de Glifosato, tanto na
profundidade de 0-10 cm quanto 10-20 cm.

Nas profundidade de 0-10 cm, as concentragdes encontradas de Glifosato
no tratamento com soja RR e herbicida RR foram maiores que os demais
tratamentos, em todas as analises. Quanto ao AMPA, apresentou concentragdes
maiores em todas as amostras de solo quando comparadas com as concentragoes

de Glifosato.

Tabela 7. Aplicagdes de Glifosato nas areas de monitoramento em funcao dos

tratamentos SRR/HRR, SRR/HCV e SCV/HCYV da 3? coleta de dados.

AplicacBes em pré-plantio o i o .
AplicacBes em pés-emergéncia da soja
Tratamentos SRR/HRR, SRR/HCV e )
Exclusivo do Tratamento SRR/HRR
Areas SCV/HCV
Cobertura Idade da soja
N° de Dose N° de Dose
L 1 do mato DAC o 1 (dias apo6s DAC
aplicacdes (g e.aha”) aplicagOes (g e.aha”) .
(%) emergéncia)
SLG 1 650 2 83 1 1625 NI 48
1188 e
LON 2 30 95 1 1200 32 56
594
RON 1 1080 NI 81 1 975 51 51
SHG 1 1440 10 96 1 1300 52 52
BAR 1 1440 90 90 1 845 54 54

Nos resultados obtidos na profundidade de 10-20 cm apds a aplicagdo de
herbicidas em pré-plantio e em pos-emergéncia da soja, ainda & possivel
encontrar residuos de Glifosato em algumas areas e de AMPA em praticamente
todas as areas monitoradas, tendo concentragdes maiores com o passar do
tempo. De qualquer forma, todos os resultados encontram-se abaixo do limite

maximo de residuo permitido.
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Enfim, os resultados asseguram uma rapida dissipa¢ao do Glifosato, ¢ a
quantidade restante provavelmente permanece adsorvida no solo. O processo de
transformacao do Glifosato em AMPA ¢ um fator importante de contribui¢ao
para a dissipagdo do herbicida Glifosato, motivo pelo qual as concentragdes de

AMPA sao maiores que de Glifosato.

5.3 Residuo de Glifosato e AMPA em graos de soja

O desempenho do método foi avaliado com teste de recuperagdo de
Glifosato e AMPA concomitantemente com cada grupo de analises efetuadas.
Para esse acompanhamento foram utilizados grados de soja de um dos
tratamentos (soja RR/herbicida convencional + soja convencional/herbicida
convencional), que foram fortificados com 1,0 mg/kg de Glifosato e AMPA. O
limite de quantificacdo do método analitico para graos de soja foi de 0,05
mg/Kg. As concentracoes de Glifosato ¢ de AMPA foram calculadas
interpolando as respostas, em altura de pico, obtidas nos cromatogramas dos
extratos das amostras em curvas de calibragdo obtidas com solugdes dos
padroes de Glifosato e AMPA, com pureza de 99,8 € 99,5 %, respectivamente.

Os LMRs sdo estabelecidos com base em dados sobre os niveis dos
residuos que resultam do uso de praguicidas de acordo com as Boas Praticas
Agricolas e de informagdes sobre a sua natureza. Esses residuos dependem de
dois fatores: da deposi¢do inicial do praguicida e da velocidade de
desaparecimento do mesmo e de seus metabdlitos.

As coletas de amostras das areas de monitoramento usadas para avaliar os
residuos de Glifosato ¢ AMPA em graos de soja foram realizadas entre
fevereiro e abril de cada ano, quando os graos se apresentavam em estagio
propicio a colheita.

As figuras 9, 10 e 11 ilustram, respectivamente, os resultados obtidos nas
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analises de residuos de Glifosato e do seu metabolito AMPA (mg/kg) em graos

de soja nas trés coletas.

Em todas as coletas tanto as concentracdes de Glifosato quanto de AMPA

foram maiores no tratamento com soja RR e Herbicida RR, sobressaindo-se dos

demais resultados. De qualquer forma, os resultados indicam que os residuos

detectados, tanto para o Glifosato quanto ao AMPA encontram-se em

concentragdes inferiores as preconizadas como Limite Maximo de Residuo

(LMR) legalmente permitido ou reconhecido como aceitdvel para a soja, 10,0

mg/Kg.
0,6
0,5
5 0,4
>3
S~
£
E o3
S M [Glifosato] - SRR/HRR
c
S o2 = [Glifosato] - SRR/HCV + SCV/HCV
[AMPA] - SRR/HRR
01 m [AMPA] - SRR/HCV + SCV/HCV
0 .

SLG LON

RON

Areas Monitoradas

SHG

BAR

Soja Roundup® Ready e herbicida convencional (SRR/HCV); Soja Roundup® Ready e herbicida Roundup® Ready
(SRR/HRR) ¢ soja convencional e herbicida convencional (SCV/HCV).
Sao Luis Gonzaga (SLG); Londrina (LON); Rondonépolis (RON); Santa Helena de Goias (SHG) e Barretos (BAR).

Figura 9. Residuos de Glifosato e do seu metabdlito AMPA (mg/kg) em graos

de soja da 1? coleta da dados.
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Conc. (mg/kg)

0,6

0,5

0,4

03 -
m [Glifosato] - SRR/HRR

0,2 - m [Glifosato] - SRR/HCV + SCV/HCV
# [AMPA] - SRR/HRR

01 - m [AMPA] - SRR/HCV + SCV/HCV

0 .

SLG LON RON SHG BAR

Areas Monitoradas

Soja Roundup® Ready e herbicida convencional (SRR/HCV); Soja Roundup® Ready e herbicida Roundup® Ready
(SRR/HRR) e soja convencional e herbicida convencional (SCV/HCV).
Séo Luis Gonzaga (SLG); Londrina (LON); Rondondpolis (RON); Santa Helena de Goias (SHG) e Barretos (BAR).

Figura 10. Residuos de Glifosato ¢ do seu metabdlito AMPA (mg/kg) em graos
de soja da 2 coleta da dados.

Conc. (mg/kg)

0,7
0,6
0,5
0,4
03 M [Glifosato] - SRR/HRR
M [Glifosato] - SRR/HCV + SCV/HCV
0,2
= [AMPA] - SRR/HRR
0,1 -~ W [AMPA] - SRR/HCV + SCV/HCV
o .

SLG LON RON SHG BAR

Areas Monitoradas

Soja Roundup® Ready e herbicida convencional (SRR/HCV); Soja Roundup® Ready e herbicida Roundup® Ready
(SRR/HRR) e soja convencional e herbicida convencional (SCV/HCV).
Séo Luis Gonzaga (SLG); Londrina (LON); Rondonopolis (RON); Santa Helena de Goias (SHG) e Barretos (BAR).

Figura 11. Residuos de Glifosato e do seu metabolito AMPA (mg/kg) em graos
de soja da 3* coleta da dados.
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6. DISCUSSAO

O Glifosato apresenta baixa toxicidade para a saide humana e ao meio
ambiente quando comparado com outros praguicidas. De acordo com os
principios elaborados por Paracelso, pai da Toxicologia, se ndo houver
exposicdo a substidncia, mesmo toxica, ndo constituird risco, apesar do seu
potencial de periculosidade inerente. Um individuo em contato didrio estd mais
exposto do que individuos de ambientes urbanos, estando assim, mais propicio
ao risco de eventual intoxicag¢do, dependendo ¢é claro, dos equipamentos de
protecao individual utilizados, modo de aplicagdo, frequéncia de exposi¢ao a
uma mesma substancia, cuidados bdsicos necessdrios para preservar a
integridade da satude e a interagdo da dose e substancia com o organismo.

E possivel encontrar na literatura os valores de ingestdo diaria aceitavel
permitida e limite maximo permitido para diversos praguicidas, porém, quanto
ao limite maximo de residuo deste praguicida no solo, ndo encontramos nada
estabelecido pelas agéncias regulamentadoras, apenas os dados anteriormente
citados pelo INCHEM. Além do mais, na monografia brasileira do ingrediente
ativo nao consta os limites maximos de residuos para o AMPA, o principal
metabolito do Glifosato. Sendo assim, no presente trabalho, foram usados como
referéncia, os limites de Glifosato permitidos para a cultura da soja, cultura
escolhida para avalia¢ao devido a sua producao em grande escala no Brasil, para
assim, usarmos como parametro para avaliar o comportamento do AMPA tanto
em solo como nos graos de soja.

Até o momento ndo foi identificado se seria necessario estabelecer limites
para o AMPA, uma vez que a literatura destaca a semelhanca de suas
caracteristicas com o Glifosato. Por outro lado, existem controvérsias de que o
AMPA seja mais persistente que o Glifosato e que tenha sido encontrado em

niveis mais elevados tanto nas amostras de solo como nos graos. De qualquer
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forma, vale lembrar que todas as concentragcdes estdo dentro dos limites

permitidos para a cultura analisada.

De acordo com o relatério da FAO, “Pesticides residues in food” (1997),
o AMPA possui uma estrutura quimica muito semelhante a do glifosato e nao
tem uso comercial. Apesar de no passado o AMPA ter sido omitido da definicao
de residuo quanto a recomendag¢do para o LMR, apds o aparecimento das
culturas geneticamente modificadas tolerantes ao glifosato, este metabolito
mostrou ser o principal residuo encontrado em concentragdes superiores as do
glifosato. Diante disso, o AMPA foi avaliado quanto a sua toxicidade e
determinou-se uma DLs;, de 8300 mg/kg, NOAEL de 400 mg/kg de peso
corporal por dia e ingestdao didria aceitavel para os seres humanos considerando
a soma de glifosato e AMPA entre 0-0,3 mg/kg. Uma vez que o AMPA nao
induz irritagdo dérmica ou ocular em coelhos e apresenta baixa toxicidade,
sendo considerado toxicologicamente semelhante ao glifosato, foi descartada a

necessidade de se criar uma base de dados completa e exclusiva para o AMPA.

Sendo assim, pode-se entender que se o produto for utilizado de acordo
com as recomendagdes da bula, com os equipamentos individuais de protegao
requeridos, com as doses aprovadas pelos 6rgdos registrantes e respeitando a
rotacdo de cultura e/ou ingrediente ativo, dificilmente o produto acarretara
algum dano ambiental ou a saude humana. Até mesmo porque, com base no
LMR da soja, podemos ser mais restritivos usando como base de comparagao
as amostras analisadas também para o solo, ou seja, ndo causam riscos a0 meio
ambiente e a saude humana, visto que todas se encontram em niveis inferiores a

10 mg/Kg.

As maiores concentracdes de AMPA e¢/ou Glifosato foram observadas nas
areas com temperaturas mais elevadas, em especial no tratamento com soja

RR/herbicida RR. Assim, recomenda-se que seja avaliada em profundidade a
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interferéncia da temperatura de determinadas regides de plantio no acumulo do

herbicida no solo e nos graos da soja.

A avalia¢do do risco ¢ um processo sistemativo através do qual o perigo
da substancia, a exposicdo e o risco sdo identificados e quantificados. Neste
presente trabalho, levantamos o perigo da substancia de acordo e o seu
respectivo risco, de acordo com a sua disposi¢do no solo e em graos de soja,
porém, nao correlacionamos com a exposi¢do seja a saude como ao meio
ambiente. De qualquer forma, diversas publicacdes afirmam que se o glifosato
for utilizado de forma adequado, ndo havera risco, ou melhor, ndo havera efeitos

adversos significativos.
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7. CONCLUSAO:

Com base nos dados obtidos, referentes a avaliacdo da presenga de
residuos de Glifosato e dcido aminometilfosfonico (AMPA) em graos de soja e

em amostras de solo, pode-se concluir que:

a) As amostras dos tratamentos de soja Roundup Ready/herbicida Roundup
Ready apresentaram concentracdes de Glifosato e AMPA superiores as
amostras dos outros tratamentos, talvez pelo fato de ter duas aplicacdes, sendo a

pré e pos-emergente;

b) As concentracoes de AMPA prevaleceram mais altas que as concentragoes
de Glifosato em todas as amostras de solo, conforme j4 esperado pelo fato do

metabolito ser mais persistente;

c) Apesar das diferentes concentracoes de Glifosato e AMPA entre os
tratamentos, todas as amostras tanto de solo quanto graos de soja, apresentaram

concentragdes de Glifosato e AMPA muito baixas;

d) As areas com temperaturas mais elevadas resultaram em concentragdes de

Glifosato e AMPA maiores que as demais areas;

e) A area de Rondondpolis apresentou as maiores concentracoes de glifosato
tanto no solo quanto nos graos de soja quando comparado com as outras areas

analisadas;

f) Com base nos resultados obtidos, as amostras analisadas oriundas do

tratamento de glifosato em soja sdo passiveis de baixo risco a saide humana,
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visto que todas se encontram abaixo de 10 mg/Kg.

g) Se utilizado de maneira correta, seguindo as instrucdes da bula, o Glifosato

ndo atingira o Limite Maximo Permitido.
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