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Sintese do glifosato marcado com o nitrogénio-15

Autor: CLAUDINEIA RAQUEL DE OLIVEIRA TAVRAES

Orientador: Prof. Dr. JOSE ALBERTINO BENDASSOLLI

RESUMO

Dentre os herbicidas atualmente comercializados, o glifosato € um dos mais utilizados no
Brasil. A eficacia do glifosato, bem como de outros herbicidas, no combate as ervas daninhas,
esbarra nos problemas que esses compostos acabam proporcionando ao meio ambiente. Embora
estudos venham sendo realizados para elucidar melhor o comportamento de herbicidas no meio
ambiente, a complexidade do comportamento desses compostos abre caminho para realizagéo de
um namero significativo de trabalhos de pesquisa. Nesses estudos, € rotineiro o uso de compostos
radiomarcados (tragadores radioativos) para avaliar a biodisponibilidade no solo. Todavia, o
emprego, manipulacdo e estocagem de compostos radiomarcados exigem cuidados sob o ponto
de vista da seguranca, razdo pelo qual o uso de is6topos ndo radioativos € uma tendéncia
internacional, especialmente em pesquisas de campo. Dentre desse contexto, o trabalho descreve
um método para a sintese do glifosato enriquecido no isétopo estavel do nitrogénio (*°N). A
sintese do herbicida-">N foi realizada utilizando-se da reacdo de fosfometilacdo com diaquil
fosfito e glicina-">N. Os testes foram realizados em microescala e em quantidades equimolares.
Nas condicdes estabelecidas, foi possivel alcancar um rendimento de reacdo de aproximadamente
25%. A otimizagdo das condi¢fes de sintese, empregando a técnica isotopica, devera
disponibilizar uma importante ferramenta a ser utilizado em estudos referentes ao comportamento

do glifosato no sistema solo-planta
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Synthesis of glyphosate labeled with nitrogen -15

Author: CLAUDINEIA RAQUEL DE OLIVEIRA TAVARES

Adviser: Prof. Dr. JOSE ALBERTINO BENDASSOLLI

SUMMARY

Among the actual commercialized herbicides, the glyphosate is one of the most used in
Brazil. Its efficiency, as well as the others herbicides, on weeds control is attached to problems
that this composts cause to the environment. Although studies about the herbicides behavior in
the environment have been done, the complexity of this composts behavior leads to the
accomplishment of an expressive number of research works. In these works, it’s common the use
of radio labeled compounds (radioactive tracers) to evaluate its bio-availability in the soil.
However, the use of this radio labeled composts, its manipulation and storage demands a careful
handling in the chemical security point of views. This is the reason the use of non radiactive
isotopes is an international tendency, especially for field researches. According to this context,
the present work describes a method for the synthesis of enriched glyphosate for the nitrogen
stable isotope (*°N). The tests were undertaken in micro-scale and in equimolar quantities. Under
these established conditions, the reaction reached the yield of approximately 25%. The
optimization of the synthesis conditions with the use of isotopic techniques shall offter an

important tool to be used in studies that are referred to glyphosate behavior in soil- plant system.



1- INTRODUCAO

O crescimento populacional traz como conseqiiéncia a disputa por alimentos, bem como
alteracdes na qualidade de vida e ambiente no qual estamos inseridos. No século XVIII, o
socidlogo e economista Thomas Malthus foi o primeiro a teorizar sobre o desequilibrio
ambiental, estabelecendo uma relacdo entre o crescimento populacional e a produgdo de
alimentos, atestando que a populag@o crescia em razdo geométrica e a quantidade de alimentos
em progressao aritmética. Tendo como base essa relagdo, emergiu, décadas mais tarde, o discurso
sobre a necessidade do uso de agrotoxicos. No entanto, mesmo com a criagdo dos mais diferentes
insumos, ainda ndo “existiram” colheitas para alimentar todo o povo brasileiro (Pinheiro et al.,
1998).

Os agrotoxicos foram pioneiramente sintetizados na Alemanha, no final da década de 30
do século passado, com a finalidade de utilizagdo como arma quimica de guerra. Apds a Il Guerra
Mundial, sobretudo a partir dos anos 50, eles passaram a ser utilizado no combate de pragas nas
lavouras.

E importante salientar que, o processo de modernizagdo tecnoldgico, iniciado nessa época,
com a chamada “Revolugdo verde”, tinha como objetivos o aumento da produtividade das
lavouras e do lucro.

Cerveira (2003) ressalta, que, para atingir tais objetivos, foi necessaria a criagdo de um
“pacote tecnoldgico” com técnicas agricolas programadas e homogéneas para servir a todas as
propriedades agricolas no mundo. Nesse pacote, dentre outras praticas, destaca-se o cultivo
intenso do solo, aplicacdo de fertilizantes, controle quimico de pragas e doencas agricolas etc.
Nao havia, contudo, um estudo detalhado dos impactos ao ambiente agricola, bem como as
conseqiiéncias em longo prazo que a utilizagdo dessas técnicas poderiam apresentar a populagdo

mundial (Bonilha, 1992). Nesse cenario, as atividades agricolas foram profundamente
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modificadas. Essa transformacao acarretou em mudancas ambientais, nas cargas de trabalho e nos
seus efeitos sobre a satde, deixando principalmente os trabalhadores rurais expostos a riscos
muito diversificados. Por volta de 1970, as casas em alguns estados brasileiros recebiam até trés
borrifagbes por ano de BHC ou HCH (hexaclorociclohexano) e DDT
(diclorodifeniltricloroetano), para o controle da maléria, febre amarela, doenga de chagas e
dengue. No cultivo da cana-de-agucar (época do Prodlcool), os trabalhadores manuseavam-na
dentro de tonéis com solugdes mercuriais (Pinheiro et al, 1998).

Como conseqiiéncia, o modelo proposto pela revolugdo verde passou a apresentar os
sinais de esgotamento, evidenciados na forma de problemas ambientais (salinizagdo, erosdo do
solo, etc.), economicos (declinio da produtividade marginal) e sociais (exclusdo de pequenos
produtores) (Nascimento, 2003).

A Organizag¢do Pan-Americana de Satde- Organiza¢do Mundial de Satide (OPAS/OMS, -
1996:3) atesta que, em 1975, o Plano Nacional de Desenvolvimento (PND) abriu o mercado
brasileiro ao comércio de agrotoxicos condicionando o agricultor "a comprar veneno com
recursos do crédito rural, ao instituir a inclusdo de uma cota definida de agrotoxico para cada
financiamento requerido™

Apenas em 1980 os fungicidas organo-mercuriais foram banidos da agricultura brasileira,
seguidos, poucos anos depois, dos organoclorados através da portaria 329 de 02/09/85 do
Ministério da Agricultura. A proibicdo dos organoclorados (DDT) em escala mundial ocorreu
devido a seus efeitos carcinogénicos e bioacumulativos (Pinheiro, et al., 1998).

Durante a reunido da UNEP (United Nations Environment Programme), ocorrida em maio
de 2001, em Estocolmo, na Suécia, representantes de 90 paises, incluindo o Brasil, assinaram a
Convencgao sobre Poluentes Organicos Persistentes, que visa proibir a produgdo e o uso de 12
substancias organicas toxicas. Os 12 poluentes, conhecidos também como “duzia suja”, sdo:
Aldrin, Clordano, Mirex, Diedrin, DDT, Dioxinas, Furanos, Endrin, Heptacloro, BHC e
Toxafeno e Fungicidas a base de mercurio (Nass & Francisco, 2002).

Chama a aten¢@o o tempo de desativacdo de alguns desses compostos no ambiente, como,
por exemplo, o DDT (4 a 30 anos), o Aldrin (1 a 6 anos), o Heptacloro (3 a 5 anos), o Lindano (3
a 10 anos) e o Clordano (3 a 5 anos).

A conseqiiéncia principal da proibicdo desses compostos foi a utilizagdo intensa dos

organofosforados e dos carbamatos a partir de entdo (Levigard, 2001). O crescimento do emprego



de insumos quimicos nessa €poca traz como principal seqiiela a exposi¢ao do agricultor rural,
devidamente relatada nos estudos reportados por Furtado (1998) e Pickett et al. (1998). O
primeiro autor descreve a possivel relagdo entre a exposi¢do a agrotoxicos e o alto numero de
suicidios entre fumicultores de Venancio Aires, no Rio Grande do Sul, cidade que detém um dos
maiores indices mundiais de suicidio. Segundo ele, em 1995, ano em que houve intensa
utilizaagdo de agrotoxico para combater o aumento de pragas nas plantagcdes de fumo, ocorreu um
recorde de suicidios na regido. Preocupagdo semelhante com relacdo a exposi¢do ocupacional a
agrotoxicos e o alto numero de suicidios entre agricultores canadenses ¢ expressa no estudo de
Pickett (1998) assim como no relatério de Conger (NIMH, 1999), que destaca o elevado indice de
suicidios no ano de 1998 entre agricultores de IOWA, nos Estados Unidos.

No Brasil, existe um vasto mercado de agrotdxico, que compreende aproximadamente
trezentos principios ativos aplicados, em duas mil féormulas diferentes. Desse total, somente 10%
das substancias quimicas foram efetivamente submetidas a uma avaliagdo completa de riscos e
38% jamais sofreram qualquer avaliacdo (Meirelles, 1995). Dados do Sindicato Nacional da
Industria de Defensivos Agricolas (SINDAG ) baseados no ano de 2001, atestam que entre os
paises que mais consomem agrotoxicos (o que representaria 70% do mercado mundial), o Brasil
seria 0 7° no ranking, destacando-se os estados de Sdo Paulo, Parand e Minas Gerais com
aproximadamente 50% do montante utilizado (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
ANVISA, 2002).

Essas informagdes preocupantes explicitam a urgéncia de agcdes no controle dos riscos a
saude, nao apenas do trabalhador, mas da qualidade do meio ambiente como um todo.

Lopes (2002) ressalta o perigo do uso abusivo de agrotdxicos na contaminagdo ambiental
das aguas superficiais e subterraneas, a exemplo de areas vulneraveis do Aqiiifero Guarani, no
Estado de Sao Paulo, que segundo estudos da Embrapa Meio Ambiente de Jaguaritina- SP, esta
com alto risco de contaminagdo por agrotdxicos, com niveis proximos ao limite considerado
perigoso a saide humana, num dos trechos paulistas do aqiiifero.

Dentro desse contexto, houve a necessidade de se repensar acerca de um novo modelo
tecnoldgico, ecologico e economicamente sustentavel, diferente daquele baseado no uso intensivo
de insumos quimicos.

A biotecnologia surge nesse cenario se apresentando como um possivel instrumento capaz

de, através da viabilizacdo das sementes geneticamente modificadas, diminuir o uso de
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agroquimicos e, a0 mesmo tempo, superar as fronteiras de crescimento das industrias de insumos
agroquimicos. Nesse possivel novo modelo, o problema a ser solucionado seria a criagdo de uma
agricultura sustentavel, a partir dos avangos no campo da engenharia genética que viabilizaram as
sementes geneticamente modificadas como instrumentos de solugdo do problema (Nascimento,
2003).

No entanto, com o advento de plantas geneticamente alteradas, muitos conceitos
relacionados ao sistema solo-planta devem ser repensados, para que erros futuros ndo sejam
cometidos. Atualmente, um dos maiores exemplos dessa tecnologia talvez seja o das variedades
de soja (Glycine max L) resistentes ao herbicida glifosato (Amarante et al., 2002).

James (2002) ressalta que, na medida em que as variedades tolerantes a herbicida
representam cerca de 63% das lavouras transgénicas, a trajetoria que se observa ¢ a de
continuidade do uso de insumos quimicos, o que ¢ coerente com a estratégia de valoriza¢ao dos
ativos das empresas do segmento quimico. Com isso, o mercado mundial de produtos
fitossanitarios se aproxima de 40 bilhdes de ddlares (Foloni, 2000), representados principalmente
por herbicidas (Concei¢ao, 2000). No Brasil, as vendas desses produtos giram em torno de 2,5
bilhdes de dolares anuais, segundo dados da FINEP (2005).

No cenario supracitado, destaca-se o glifosato [n-(fosfonometil)glicina]. De modo geral,
apenas plantas geneticamente alteradas, com resisténcia induzida, apresentam seletividade ao
glifosato, que ¢ um dos herbicidas mais comercializado no mundo (Mendelson, 1998).

Considerando que o glifosato apresenta baixo custo relativo e excelente eficiéncia
agrondmica, a introducdo de variedades resistentes, provavelmente resultara no aumento das
taxas de aplicacdo desta molécula numa mesma darea. Assim, os cuidados relacionados a
possibilidade de contaminacdo do ambiente com esta molécula devem ser estudados
cautelosamente, considerando principalmente a elevagao do LMR (Limite Méaximo de Residuo)
de glifosato de 0,2 para 10 miligramas por quilo, quando aplicado em plantacdo de soja
trangénica, ou seja, 50 vezes mais, autorizado pela Anvisa em 2003.

E importante salientar que, quando a molécula de um determinado pesticida é aplicada no
ambiente, independente da forma de aplicagdo, o seu destino final, na maioria dos casos, sera o
solo.

Os estudos de degradagdo desses produtos no solo podem ser realizados empregando

técnicas radiométricas ou cromatograficas, ambas acompanhadas pela formacdo de CO, e



metabolitos (Araujo, 2002). O acompanhamento da formagdo dos metabdlitos, no caso do
glifosato, ¢ fundamental, uma vez que ele ndo é metabolizado pelas plantas (Robert et al., 1998) e
grande parte do que ¢ aplicado em determinada cultura chega ao solo na sua forma original
(Prata, 2002). Nesse caso, uma remobilizagdo das moléculas de glifosato, as quais encontram-se
na forma de residuo ligado, pode ocasionar fitoxicidade e influenciar a qualidade do solo,
principalmente quando a aplicagdo ¢ intensa. Essa caracteristica permite obter uma recuperacao
normalmente baixa, dificultando, portanto, sua extracdo e posterior andlise de residuos em
amostras de compartimentos ambientais. As extragdes do glifosato e metabdlitos vém sendo cada
vez mais estudadas, objetivando determinar uma metodologia mais adequada e que tenha boa
recuperagdo do herbicida aplicado.

Além dos tragcadores radiomarcados, outro tracador de grande interesse em pesquisa € o
isotopo estavel. Dentre os tragadores isotopicos, destacam-se os compostos nitrogenados, que
apresentam dois isotopos estaveis, o "N e 0 "N, com abundancias isotopicas de 99,634 e 0,366
% em atomos, respectivamente.

O emprego da técnica isotopica em trabalhos de pesquisa utilizando o "N, isétopo estavel
mais pesado do nitrogénio, como tracador, tem proporcionado vastas aplicagdes, permitindo a
elucidacdo de muitos dos aspectos envolvidos no ciclo do nitrogénio, nas areas agrondmica, no
sistema solo — planta — atmosfera (Trivelin et al., 1996), biomédica (Warterloow et al.,1978;
Young, 1981; Nissim et al., 1996), biologica (Stack et al., 1989; Marchini, 1993, Dichi, 1996;),
enzimologica (Xu & Koward, 1997), bioquimica (Singh et al., 1996) e microbiologica (Goux et
al., 1995; Bateman et al.,1995).

Sendo assim, considerando a necessidade do emprego de tracadores em estudos do
comportamento do glifosato no meio ambiente, o presente trabalho teve como principal objetivo
a sintese do glifosato marcado no isétopo °N.

A pesquisa realizada nesta tese de doutoramento buscou oferecer uma ferramenta que
podera contribuir com os estudos do glifosato no meio ambiente, atendendo aos interesses de
pesquisadores da propria instituicdo e a muitos outros que desenvolvem trabalhos de pesquisa
com o herbicida. Objetiva-se, também, contribuir com estudos que possam elucidar o percurso do
herbicida em uma cultura transgénica, ¢ se justifica pela importdncia na aquisi¢do de um
composto nao disponivel no Brasil. Nesta area da ciéncia, a disponibilidade do composto

marcado, a custo reduzido, deve proporcionar a realizacdo de diversos e detalhados estudos.



Ressalta-se, ainda, que a urgéncia em conduzir mais pesquisas, justifica-se, ndo com o
propdsito de eliminar o uso de herbicidas na agricultura, mas de procurar combater, por meio da

informacao, a maneira erronea de seu uso em nosso pais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agrotoxicos

Os primeiros defensivos agricolas, usados no século XIX, eram sais inorganicos,
produzidos em laboratorios, como os dos elementos quimicos Arsénio, Selénio, Talio, Cobre e
Enxofre (sais toxicos retirados da natureza). Esses compostos, soliveis em agua, se precipitavam
com substancias alcalinas e organicas, o que motivava a recomendacgdo as pessoas envenenadas
que tomassem leite, para que o composto precipitasse no estobmago. Outra prescri¢do era a de dar
clara de ovo com a mesma finalidade (Pinheiro, 1999).

Ressalta-se que, antes de 1940, a piretrina, a rotenona e a nicotina, todos derivados de
plantas, tinham uso limitados a jardins domésticos. Somente apds a Segunda Guerra Mundial
surgiram os inseticidas a base de hidrocarbonetos clorados e herbicidas (Estorer, 1998).

No entanto, nessa época, como os defensivos utilizados pelos militares eram sintéticos, a
acdo se dava em pequenissimas doses que penetravam também pela pele (lipossoluveis). Nao
havia informagdes a respeito dos efeitos toxicos que essas moléculas causavam no ambiente € no
homem. Os estudos eram realizados com o objetivo de caracterizar a dose ideal para matar os
insetos, fungos e, principalmente, as ervas daninhas (Pinheiro, 1999).

O uso indiscriminado de agrotoxicos e a intensificacdo das ocorréncias de intoxicagdo fez
com que a discussdo relativa a uma legislacdo especifica sobre o assunto se consolidasse no
Congresso Nacional, tendo sido apresentado, em 1984, um projeto de lei pelo entdo ministro da
agricultura. Mas, devido a um lento processo de tramitagdo, a lei somente foi aprovada pelo
Congresso Nacional e sancionada sem vetos pelo presidente da Republica em julho de 1989. A
lei n® 7.802, de 11/07/89 - Lei dos Agrotdxicos - regulamentada pelo decreto n® 98.816, no artigo
2, inciso I, de 11/01/90, dispde sobre a pesquisa, experimentacao, produgdo, embalagem e

rotulagem, transporte, armazenamento, comercializa¢do, propaganda comercial, utilizagdo,



importacao, exportacdo, destino final dos residuos e embalagens, registro, classificacdo, controle,
inspegao e fiscalizagdo de agrotoxicos em nosso Pais e define o termo “ agrotoxico” da seguinte
forma: Os produtos e seus componentes fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados ao uso nos
setores de produgdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecdo de florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também em ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora e da fauna, a fim
de preserva-la da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como substancias e
produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do crescimento.
Essa definicao exclui fertilizantes e quimicos administrados a animais para estimular crescimento
ou modificar comportamento reprodutivo (Jungstedt, 1999).

Segundo o Manual de Vigilancia da Saude de Populagdes Expostas a Agrotoxicos
(OPAS/OMS, 1996), os agrotoxicos podem ser classificados da seguinte forma:

e (Quanto ao organismo que controlam: inseticidas (insetos), herbicidas (ervas daninhas),
fungicidas (fungos), raticidas (roedores), bactericidas (bactérias), nematicidas (vermes),
larvicidas (larvas), cupinicidas (cupins), formicidas (formigas), pulguicidas (pulgas),
piolhicidas (piolhos), carrapaticidas (carrapatos), acaricidas (acaros), molusquicidas
(moluscos), avicidas (aves) e columbicidas (pombos).

e Quanto a toxicidade: esta classificagdo ¢ feita para permitir a distingdo do potencial de
risco dos agrotoxicos. Ela & baseada na dose letal 50 (DL 50), que ¢ um valor estatistico
que determina a quantidade de veneno mg/Kg de peso corporal necessaria para matar 50%
da amostra populacional em estudo por intoxica¢des agudas. Os valores sdo determinados
em cobaias e extrapolados para humanos a partir do peso.

Existem quatro classes, a saber:

Classe I (rotulo vermelho)- extremamente toxicas
Classe II (rotulo amarelo) — altamente toxicas
Classe III (ré6tulo azul) — moderadamente toxicas

Classe IV (rotulo verde) — pouco toxicas

A Tabela 1 relaciona as classes toxicologicas com a "Dose Letal 50" (DL50),
comparando-a com a quantidade suficiente para matar uma pessoa adulta. E importante ressaltar

que, dentre as substancias da Classe I, encontram-se aquelas altamente toxicas para a satde



humana como o herbicida 2,4 e o acaricida aldicarb (Moraes, 1999). No entanto, a maioria dos
estudos sobre o tema utiliza dados secundarios, sobre o usudrio de algum servigo, ou compara a
populagdo rural a populagdo urbana sob varios aspectos. Portanto, existe a escassez de estudos
epidemiologicos de base populacional enfocando os problemas de saude do trabalhador rural

(Faria et al., 2000).

No Brasil, o termo agrotdxico, ao invés de defensivo agricola, passou a ser utilizado para
denominar os venenos agricolas, apds grande mobilizagao da sociedade civil organizada. Mais do
que uma simples mudanga da terminologia, esse termo coloca em evidéncia a toxicidade desses
produtos ao meio ambiente e a saude humana. Sdo ainda genericamente denominados

praguicidas ou pesticidas.

Tabela 1. Classificagdo toxicologica dos agrotoxicos segundo DL50

Cor da faixa Grupo DL50 Dose capaz de matar uma pessoa
adulta
Vermelha Extremamente toxicos até 5 1 pitada - algumas gotas
Amarela Altamente toxicos 5-50 algumas gotas -1 colher de cha
Azul Medianamente toxicos 50-500 1 colher de ché - 2 colheres de sopa
Verde Pouco toxicos 500-5000 2 colheres de sopa- 1 copo
Verde Muito pouco toxicos 5000 ou + 1 copo — litro

Fonte: TRAPE (1994).

Segundo Larini (1998) e Yones, (2000), pesticidas sdo compostos organicos de origem
antropica intensamente empregados em atividades agricolas, possuem alta toxicidade e
geralmente sdo apontados como causadores de muitos danos a saude humana, a flora e a fauna.

No entanto, para a Environmental Protection Agency (EPA), um pesticida ¢ qualquer
substancia ou mistura de substancias com capacidade de prevenir, destruir, repelir ou atenuar
qualquer peste. Além da classificagdo dos pesticidas de acordo com o tipo de peste que
combatem, ha também substancias desfolhantes, dessecantes ou reguladoras do crescimento de

insetos e plantas.
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Bull (1986) salienta que aproximadamente 305 milhdes de quilos de pesticidas entram
anualmente nos paises do Terceiro Mundo, contaminando o meio ambiente, pois sdo aplicados
em excesso, ou de maneira esbanjadora.

Paralelo aos inseticidas, os herbicidas comegaram ser aplicados em grande escala pouco
depois da II Guerra Mundial. Inicialmente, foram utilizados para limpar as faixas de protecao as
linhas de transporte de energia elétrica; porém, utilizagdes subseqilientes incluiram as serviddes
das linhas de ferro e auto-estradas, o controle de infestantes em agricultura e silvicultura e,
infelizmente, o uso como agentes de guerra na destruicdo de culturas e no desfolhamento da
floresta (Odum, 1971).

De acordo com Charbonneau (1979), a produgdo americana passou de 45.000 toneladas,
em 1946, a 515.000 toneladas, em 1971. Mais de 2,6 milhdes de DDT (dimetil-difenil-
tricloroetano) foram espalhados na biosfera desde que este inseticida foi descoberto.

A agroindustria, devido ao uso desordenado e indiscriminado de agrotéxico, ¢€
considerada o segundo maior poluidor dos recursos hidricos, perdendo apenas para as cidades,
onde os esgotos sdo langados sem tratamentos prévios (Grippi, 2001).

Segundo Charbonneau (1979), a respeito da insercdo dos agrotdxicos na rede trofica, o
homem sera o mais prejudicado, uma vez que nossa espécie esta situada no topo da piramide
trofica, o ser humano esta especialmente exposto ao efeito acumulativo dos pesticidas.

Alves (1996) ressalta que, de acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas para a
Agricultura e Alimentagdo (FAQO), o Brasil se apresenta como um dos paises que mais exageram
na aplicacdo de pesticidas nas lavouras, principalmente a horticultura, onde se utilizam até 10 mil
litros de calda (mistura de agrotoxico e agua) por hectare.

Caires & Castro (2002) relatam que, com relagdo aos agrotoxicos proibidos ou
submetidos a severas restrigdes em diversos paises, no Brasil, em sua grande maioria, sdo
amplamente permitidos. De acordo com Santiago (1986), isso ocorre porque o governo concede
facilmente registro de produtos dessa natureza e também porque, quando existem portarias, as
mesmas sdo descumpridas, considerando que a liberdade existente na legislacao brasileira sobre
agrotdxico tornou possivel a producdo e comercializagao de produtos banidos em outros paises.

No entanto, Caldas & Souza (2000) relatam que, nos Estados Unidos, um pais onde a
fiscalizagdo, controle e a aplicagdo das leis sdo, sabidamente, mais presentes, devido a uma série

de fatores (inclusive financeiros), estima-se que 35% de todo o cancer na populagdo da regido
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norte tenha origem na dieta, sendo os pesticidas presentes nos alimentos os maiores responsaveis.
No Brasil, os autores avaliaram o risco cronico de ingestdo de agrotoxicos pela dieta em
compostos registrados para uso agricola até 1999, em 11 regides metropolitanas (Belém,
Fortaleza, Recife, Salvador, Belo Horizonte, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Curitiba, Porta Alegre,
Goiania e Distrito Federal). Foi calculada a Ingestdo Diaria Maxima Teoérica (IDMT) para cada
pesticida, utilizando os limites maximos estabelecidos pela legislacdo brasileira, e as doses
aceitaveis ou Ingestdao Diaria Aceitavel (IDA) de varios paises e do Codex Alimentarius, com
dados de consumo fornecidos pelo IBGE. A IDMT ultrapassou a IDA (% IDA > 100) em pelo
menos uma regido metropolitana para 23 pesticidas. O arroz, o feijdo, as frutas citricas e o tomate
foram os alimentos que mais contribuiram para este quadro.

A OMS estimou que, a cada ano, sdo registrados 3.000.000 de casos de intoxicacdes
agudas (220.000 deles resultando em mortes), sendo que a maioria deles ocorre nos paises em
desenvolvimento, como a Africa, Asia e as Américas Central e do Sul (Jaga & Dharmani, 2003).
Delgado & Paumgartten (2004) estimam que a incidéncia de intoxicacdo nos paises menos
desenvolvidos seja até 13 vezes maior do que aquela registrada em paises industrializados. Neste
mesmo trabalho, sdo relatados menos de vinte casos anuais de intoxicagdes agudas ocupacionais
ocasionadas por organofosforados no Reino Unido, enquanto que no Sri Lanka este numero
chega a cem mil internagdes hospitalares e mil mortes anuais em decorréncia de uso indevido de
pesticidas.

No Brasil, foram notificados no ano de 2001, 7.901 casos de intoxicagdo por agrotoxicos,
sendo 5.384 causados por produtos na agropecudria e 2.517 casos causados por produtos de uso
doméstico (pesticidas domésticos), respondendo por aproximadamente 10% de todos os casos de
intoxicagdo registrados no pais (Sistema Nacional de Informagdo Toéxico-Farmacoldgica -
SINITOX, 2001). Estes valores sdo considerados altos e ainda ndo expressam a realidade
completa, pois a sub-notificacdo no pais constitui um fato comum, especialmente em éareas rurais.

Embora o uso de pesticidas, sem duavida, tenha contribuido para o aumento da
produtividade, criou também varios problemas ao meio ambiente.

Frighetto (1997) ressalta que o impacto ambiental nem sempre ¢ Obvio, no entanto,
provoca efeitos muito mais sérios do que se aparenta, tais como mudanga adversa na qualidade

ambiental, que pode reduzir o potencial produtivo, ao invés de uma aparente toxicidade.
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2.2 Herbicidas

Maroulli (2003) salienta que a descoberta do poder de algumas substancias sintéticas na
época da Revolugdo Verde, utilizadas para o controle de agentes indesejaveis ou nocivos como
insetos, fungos, plantas daninhas, etc., proporcionou a expansao das areas cultivadas e o aumento
da produgao mundial de alimentos. Entre 1950 e 1985, a produgdo mundial de cereais passou de
700 milhdes para 1,8 bilhdo de toneladas, uma taxa de crescimento anual de 2,7%. Nesse periodo,
a producdo alimentar dobrou e a disponibilidade de alimento por habitante aumentou em 40%,
parecendo que o problema da fome no mundo seria superado pelas novas descobertas.

Por outro lado, mesmo causando efeitos nocivos ao homem e ao ambiente, a utilizagdo
dessas substancias tem aumentado intensamente nos Gltimos 50 anos. Nesse cenario, destaca-se a
classe dos herbicidas, utilizados no combate a ervas daninhas, o que mais tem sido produzido
(Cabral et al, 2003).

Embora nao ha dados consensuais sobre o tamanho global do mercado dessas substancias,
pode-se considerar para o ano de 2001, um mercado aproximadamente de US$ 25,7 bilhdes, dos
quais os herbicidas correspondem a cerca de 51% do mercado total, seguido pelos inseticidas
com 25,9% e fungicidas com 19,4 % (FINEP, 2005).

Os herbicidas substituiram os métodos mecanicos € manuais nos paises e locais onde a
agricultura mecanizada era praticada. Juntamente com os fertilizantes e as variedades
melhoradas, contribuiram para o aumento da produtividade agricola e para diminui¢do dos
custos, bem como para combater a falta de mao-de-obra. Os efeitos das plantas daninhas sobre a
cultura muitas vezes ndo sao perceptiveis ou ndo sao amplamente considerados. Ao se aplicar o
herbicida, uma por¢do deste atinge a cultura presente na area ou em areas proximas, interagindo
com essas plantas e causando efeitos secundarios. Existem relatos de diferentes efeitos
fisiologicos secundarios induzidos por herbicidas (Lyndon & Duke, 1989; Devine et al., 1993).
Esses efeitos incluem alteragdes tanto no metabolismo do nitrogénio e nos niveis hormonais
quanto no metabolismo secundario da planta.

Para facilitar o conhecimento das caracteristicas gerais dos diversos tipos de herbicidas,
foi necessario classifica-los levando-se em consideragdo a época de aplicagdo, seletividade e

modo de acao de grupo quimico (Gelmini, 1988).
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Considerando que existem varias épocas de aplicacdo de herbicidas, ressalta-se que as
indicagdes devem ser necessariamente acompanhadas de informagdes detalhadas sobre o
desenvolvimento da cultura e das plantas daninhas. De modo geral, os herbicidas podem ser
classificados em herbicidas de pré-plantio ou pré-sementeira, quando um herbicida ¢ aplicado
antes do plantio dos cultivares. Quando aplicado apds o plantio, ¢ classificado como pré-
emergéncia, e durante a fase em que as plantulas emergem do solo, de po6s-emergéncia.

O herbicida pode ser diferenciado através de sua acdo fitotdxica sobre diversas plantas
quando aplicado na mesma dose e nas mesmas condi¢cdes ecologicas, caracterizando sua
seletividade. Nota-se que a polaridade, solubilidade, volatilidade e dissociacdo sdo propriedades
dos herbicidas que exercem influéncia na seletividade. Nesse contexto, os herbicidas podem ser
classificados em seletivos, que sdo aqueles que, quando aplicados em determinadas quantidades
sobre uma populagdo vegetal, apresentam agdo fitotoxica a determinadas plantas, porém sem
causar danos as outras, € ndo seletivos ou de agao total, que quando aplicados em determinadas
quantidades, conseguem exercer agao fitotoxica em qualquer planta.

Os principais herbicidas de uso nao seletivo aplicados em pré ou pds-emergéncia sao:
Paraquat (Disseka 200, Gramoxone, Paraquat Colombina, Paraquat Herbitecnica); Glyphosate
(Glifosato Nortox, Roundup, Trop); MSMA (Daconate, Dessecan); Diquat (Reglone); Amonium
glufosinato (Basta); Paraquat + Diuron (Gramocil, Para-Col F); Diuron (Cention 800, Cention
SC, Diuron 500 SC Defensa, Diuron Nortox); Krabutilate (Tandex).

Com relacdo ao modo de ag@o dos herbicidas na planta, pode-se dizer que varia conforme
as suas propriedades bioquimicas e com os tipos e locais de atividade metabolica em que atuam,
provocando reacgdes sintomaticas diversas e caracteristicas.

Assim, héd herbicidas que tém propriedades auxinicas que atuam sobre o crescimento,
provocando reagdes epindticas. Outros interferem no metabolismo das proteinas, na fotossintese,
na respiragdo ou em outros processos enzimaticos, resultando em inibicdo da sintese protéica,
paralizagdo da fotossintese, seja pela ndo formacao de clorofila, seja pela inibigao da fotolise da
agua. Ha herbicidas que sdo desidratantes violentos ou fortes inibidores das reagdes enzimaticas.
As caracteristicas de absor¢ao e translocacao dos herbicidas influem no seu modo de agdo. Uns
tém acao local, outros se translocam para pontos distantes de aplicagdo, onde vao atuar.

Quanto ao modo de ac¢do, sdo classificados como:
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Herbicidas de contato: Também conhecidos como causticos, provocam necrose rapida
nas plantas. S3o os mais indicados para plantas anuais. Ex: DNOC, DNBP

Herbicidas sistémicos: Também conhecidos como herbicidas de transloca¢do ou
teletoxicos, sdo absorvidos pelas raizes ou pelas as partes aéreas das plantas. Exercem sua fungao
apos a penetragdo e difusdo no interior da planta. Ex: 2,4 D e glifosato.

Herbicida residual: Esses herbicidas sdo aplicados diretamente no solo e se mostram
eficazes para todos os tipos de plantas, impedindo a germinagdo ou o desenvolvimento de
plantulas. Sua agdo se prolonga ap6s aplicacdo. Ex: triazinas, uréias substituidas e nitrilos.

Quimicamente, para Marcondes & Chehata (1984), os herbicidas se classificam em dois
grandes grupos: Inorgéanicos e Organicos. Os herbicidas inorgéanicos tiveram seu aparecimento no
periodo entre 1900 e 1940, e sdo, em sua grande maioria, sais minerais, alguns desses contendo
carbono e também acido sulfrico. S3o compostos que, em concentragdo relativamente elevadas,
sdo altamente toxicos as plantas e também ao homem. Em concentragdes baixas, muitos deles
tém efeitos contrarios, podendo ser usados como fertilizantes. Os herbicidas inorganicos mais
comumente empregados sao os produtos: sulfato de cobre, sulfato de ferro, sulfato de amonio,
cloreto de sodio, borax, nitrato de sodio, arsenito de sédio, acido sulfurico, cianato de sodio,
cianato amdnio, etc. Atualmente, os herbicidas inorganicos sdo pouco usados, em virtude da sua
alta toxicidade, que torna dificultosa a sua aplicacao.

Ressalta-se que a aplicacdo de herbicida usado como controle quimico vem sendo cada
vez mais difundida, em razdo de seus resultados serem mais rapidos e eficientes. Por outro lado,
como desvantagem do uso dessa pratica, menciona-se a necessidade de mao-de-obra
especializada e responsavel, juntamente a adequada orientagao técnica. Além disso, geralmente o
grau de controle apresentado se torna variavel em funcdo de fatores relacionados com o solo e
distribui¢do de chuvas, podendo-se, ainda, deixar residuos no solo que venham prejudicar o
sistema de rotagdo de culturas e favorecer a infestacdo de novas plantas daninhas, devido a
quebra do equilibrio bioldgico, ou ainda a desenvolver a resisténcia das ervas daninhas (Gelmini,
1988). Esse fato pode ¢ evidenciado no Brasil com a existéncia de nove espécies resistentes aos
herbicidas: leiteira ou amendoim-bravo (Euphorbia Heterophylla), picdo preto (Bidens pilosa e
Bidens subalternans), papua ou capim-marmelada (Brachiaria plantaginea), sagitaria (Sagittaria
montevidensis), capim-arroz (Echinochloa colonum), junquinho (Cyperus ferax), capim-colchao

(Digitaria horizontalis) e cuminho (Fimbristylis miliacea). Dessas, as mais preocupantes sdo E.
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Heterophylla e Bidens spp, devido ao impacto econdmico causado na agricultura nacional,
principalmente na regido Brasil-Paraguai, refletindo diretamente na reducdo de 80 % de culturas

de soja no Rio Grande do Sul (Krissmann & Groth, 1992, Bianchi, 1996, Winkler et al., 2002).

2.3 Glifosato

Segundo Kertesz et al. (1994), o glifosato, também conhecido como
[n,(fosfonometil)glicina], pertence ao grupo da glicina, possui formula molecular CsHsNOsP
(m.m = 169,1 g/mol) e faz parte da classe de compostos conhecidos como acidos fosfonicos, que
contém uma ligagdo direta de carbono-fosforo (C-P). Embora essa ligacdo seja quimicamente
estavel, os microorganismos possuem habilidade enzimatica de cliva-la, liberando o fosfato
inorganico (Araujo, 2002). De um modo geral, trata-se de um herbicida nao seletivo, sistémico e
poés-emergente, classe toxicologica IV, isto €, pouco toxico (Andrei, 1999).

Desde 1971, quando a agdo herbicida do glifosato foi pela primeira vez relatada, as
composi¢des comerciais do produto se apresentam na forma de sal solivel em agua, uma vez que
a sua forma acida apresenta baixa solubilidade em agua, da ordem de 1,2 g L'l, a 25 °C (Franz,
1985). Essas formulas encontram-se na forma de concentrados aquosos, a fim de facilitar a
aplicacdo ¢ incluem o sal de amonio, sais de alquilamina (como o de isopropilamina), sais
alcalinos (como os de sodio e potassio) e o sal de trimetilsulfonium. Os principais produtos
comerciais sdo o Roundup, patenteado pela Monsanto, ¢ o Glifosato Nortox, patenteado pela
Nortox. A Monsanto também detém a patente do Command, que ¢ uma mistura entre o glifosato
(120g/L) e 0 2,4 D (160 g/L), utilizada em operacdes de manejo.

No Brasil, o glifosato tem sido amplamente utilizado, principalmente como dessecante em
cultivos sob plantio direto, nas entrelinhas de culturas e na eliminag¢do de plantas daninhas de
ambientes aquaticos, sendo mais comumente comercializado na concentracao de 48% (m/v)
(Rodrigues & Almeida, 1995).

Quando aplicado, ¢ absorvido pelas folhas das plantas, atuando sobre a atividade
enzimatica, inibindo a enzima 5-enolpiruvishikimato—3—fosfato sintetase (EPSPS), e,
conseqiientemente, interferindo na biossintese dos aminoéacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e

triptofano (Robert et al., 1998) e de compostos secundarios como alcaldides e flavonoides
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(Anderson & Johnson, 1990). Na maioria dos casos, esse herbicida ndo ¢ metabolizado pela
planta, o que se explica pela seletividade. Entretanto, as plantas geneticamente alteradas, com
resisténcia induzida, apresentam seletividade ao glifosato.

Sob a maioria das circunstancias de aplicagdo, a eficiéncia do glifosato pode ser
significativamente aumentada incluindo um ou mais surfactantes na composi¢do a ser aplicada.
Acredita-se que os surfactantes facilitem a penetracdo do herbicida, um composto que ¢
normalmente hidrofilico, através da cuticula hidrofébica que recobre normalmente as superficies
externas de plantas mais elevadas ( Kirby et al, 2005).

Wyrill e Burnside (1977) conduziram um estudo avaliando diferentes classes de
surfactantes como agentes para aumentar a atividade herbicida do glifosato, aplicada como sal de
isopropilamina, e verificaram que, dentre os surfactantes avaliados, os mais eficazes foram as
aminas terciarias e quartenarias etoxiladas EO (6xido de etileno).

A utilizagdo do sistema de aplicacdo pds-emergéncia ¢ normalmente feita em plantas
anuais e perenes, sendo que, o volume aplicado varia entre 1 ¢ 3 L.ha™' em culturas anuais e entre
4 ¢ 6 L.ha' em culturas perenes (Almeida & Rodrigues 1985). Os sintomas da aplicagdo na
planta tratada desenvolvem-se lentamente, podendo se manifestar em até 10 dias sob condigdes
de clima quente e umido, ou em até 30 dias em condi¢des de clima frio ou seco (Vidal, 2002).

Apesar do glifosato ndo ser persistente no meio ambiente, o conhecimento detalhado
sobre sua biodegradacdo em solos brasileiros, bem como sobre os grupos de microorganismos
capazes de degradar este composto, ¢ relativamente pequeno (Aratjo, 2002). Monteiro (2001)
descreve os microorganismos, entre os quais, bactérias e fungos, como os principais degradadores
de pesticidas, disponibilizando nutrientes (carbono, nitrogénio e fosforo), em processo conhecido
como mineralizagao.

Quando no ambiente, o glifosato tende a ser inativo em contato com o solo, desde que seja
adsorvido por este. Mesmo com este mecanismo nao sendo totalmente compreendido, supdem-—se
a ocorréncia de ligagdes similares as do fosfato inorganico. Segundo Liu et al. (1991), a
degradacdo do glifosato no solo pode seguir duas rotas. A primeira consiste na transformacao do
glifosato em acido aminometilfosfonico (AMPA). O AMPA ¢ degradado via transaminagado
formando formil fosfonato, o qual se decompde em formaldeido e fosfato inorganico. O
formaldeido pode entdo ser incorporado diretamente a metabodlitos decompondo-se a CO, que

subseqiientemente pode ser fixado através da fotossintese (Coupland, 1985). A segunda rota,
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pouco citada na literatura, consiste na transformac¢do do glifosato em sarcosina, por acdo da
bactéria Agrobacterium radiobacter ou da Enterobacter aeroneges (enzima C-P liase), onde a
sarcosina adentra no metabolismo desses microorganismos, degradando-se. Essas rotas sdo
demonstradas na Figura 1. Convém esclarecer, ainda, que aproximadamente 50% da molécula

original ¢ metabolizada em 28 dias, chegando a 90% em 90 dias (Almeida & Rodrigues, 1985).

L)

II +

2 ——p— CH, — MH, — CH; — CoOo-

-

H,o
glvphosate-specific C-F Ivase 7
cleavage

CHO Fi
L ]
L)
T e—p — CH — MH/; CH  — NHE—CHE — TN
| Sarcosine
=) o
Arminomethyl phosphonic Sarcosine oxidase

acid CAMPA)
HCHO —— COa+H O

Z-P Iyase

MH *— CH, —— Coor

Gy
FPi+ CH_MMH 4*

Figura 1. Rotas de degradagéo do glifosato no solo (Liu et al., 1991).

Devido a sua adsor¢do no solo, o glifosato ndo ¢ facilmente lixiviado, sendo pouco
provavel a contaminagdo de aguas subterrdneas. Em raras ocasides, o pesticida tem sido
detectado em amostras de agua. No entanto, isso pode ocorrer, devido a dificuldade de separagao

do composto (Amarante et al, 2002).
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Com relacdo a modalidade quimica de agdo, esse herbicida acaba sendo considerado de
baixa toxicidade, uma vez que o composto age mediante caminho metabdlico nas plantas, similar
ao existente em alguns microorganismos mais complexos, mas inexistente em animais. Ressalta-
se, ainda, que alta solubilidade do glifosato formulado em 4gua e baixa solubilidade em lipidios
sugerem que ele ndo deveria bioacumular. No entanto, estudos desenvolvidos por Richard et al.
(2005) evidenciaram a bioacumulagao do Roundup, ocasionando problemas em células de
placenta humanas.

Para a realizacdo de estudos do comportamento de glifosato (e varios outros herbicidas)
no solo, langa-se mao do uso de radioisotopos (tracadores radioativos). Por se tratar de uma
molécula organica, o elemento quimico radioativo de destaque é o '*C, que possui meia-vida
extremamente elevada. No entanto, o uso de moléculas radiomarcadas tem sido desencorajado,
principalmente devido a geragdo de residuos perigosos contendo substancias radiomarcadas, que
nao podem ser incinerados.

A eficiéncia do glifosato, bem como de outros herbicidas, no combate as ervas daninhas,
esbarra nos problemas que esses compostos acabam proporcionando ao meio ambiente. Embora
estudos venham sendo realizados para elucidar o comportamento de herbicidas no meio ambiente
(Souza, 1994; Fornali et al., 1999; Prata et al., 2000; Pinto & Jardim, 2000; Azevedo et al. 2000;
entre outros), a complexidade do comportamento desses compostos abre caminho para realizagao
de um numero significativo de trabalhos de pesquisa.

Considerando que o glifosato apresenta baixo custo relativo e excelente eficiéncia
agrondmica, a introdu¢do de variedades resistentes, provavelmente, resultard no aumento das
taxas de aplicacdo desta molécula numa mesma darea. Assim, os cuidados relacionados a
possibilidade de contaminagdo do ambiente com esta molécula devem ser avaliados
cautelosamente (Prata, 2002). Dentro desse contexto, torna-se necessaria a realizagdo de estudos
do glifosato relacionado a suas propriedades fisico-quimicas, interagdes na agua e no solo, bem
como o desenvolvimento de ferramentas analiticas que possibilitem a sua deteccdo e

quantificagdo em amostras naturais.
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2.4 Meétodos de obtencéo do glifosato

O glifosato pode ser obtido através de varios métodos patenteados, entre os quais,
destacam-se:

0 Hershman (U.S.Pat. N° 3,969,398) descreve um processo de preparagdo do glifosato
empregando 4cido iminodiacético, formoldeido e 4cido fosforoso. O produto formado, N-
fosfonometiliminodiacético, ¢ oxidado com oxigé€nio molecular, na presenga de um catalisador
(carbono ativo), dando origem ao glifosato.

0 De acordo com o processo desenvolvido por Gaertner (US Pat. N° 4,094,928), através
da reagdo entre os acidos glioxilico éster e aminometilfosfonico, produz-se inicialmente o
carbonilaldiminometanofosfato, que sera reduzido e hidrolizado ou oxidado a n-
fosfonometilglicina (rendimento de aproximadamente 45%).

0 Franz (U.S. Pat. N° 3,799,758) descreve a preparagdo do glifosato através da reagéo
entre o etil glicinato ou glicina, formoldeido e dietil fosfito. Um processo alternativo descrito
pelo mesmo autor envolve a fosfonometilagdo da glicina com o acido clorometilfosfonico, na
presenca de hidroxido de sodio.

0 O processo proposto por Ehrat (U.S. Pat N° 4,237,065) envolve a utilizagio de glicina
formoldeido e uma base terciaria em solug¢ao alcoolica. Apds completar a reacdo, adiciona-se
dietil fosfito e promove-se a alcalinizagdo do meio com solugdo de NaOH. O produto da reagdo ¢
hidrolizado e acidificado com &cido cloridrico.

0 Moser (U.S. Pat. No 4,369,142) descreve o método de obtencdo do N-
fosfonometilglicina através da reagdo entre o dcido aminometilfosfonico, em meio aquoso, com
glioxal, na presenca de dioxido de enxofre (rendimento de 48%).

0 Rogers (U.S. Pat. No 4,568,432) obteve o N-fosfonometilglicina condensando a glicina
com acido formilfosfonico. O produto foi reduzido através da hidrogenagdo catalitica, dando

origem ao n-fosfonometilglicina.
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2.5 Is6topos Estaveis como tracadores isotopicos (*°N)

O uso dos isotopos como tragadores € uma das técnicas nucleares mais difundidos, em
todo mundo, em pesquisa na area agrondmica.

Os is6topos sdo elementos quimicos que apresentam mesmo nimero atdmico, mas
nimero de massa diferente e que se encontram dispostos na natureza em propor¢des diferentes. O
estudo da diferenca de concentragcdo desses elementos em meios distintos permite que se avalie o
destino de cada um deles, razao pela qual eles sdo denominados tragadores.

Entre os isOtopos, existem aqueles que emitem radiacdo (alfa, beta e gama), e sdo
chamados de radioativos ou radioisétopos, € aqueles que nao emitem, que sdo denominados de
estaveis. Os isOtopos estaveis sdo considerados tragadores naturais, e sdo mais faceis de serem
usados porque nao requerem cuidados especiais no manuseio.

Naturalmente, ocorrem dois isotopos estaveis de nitrogénio (‘N e '°N). Estes is6topos
apresentam abundancia isotopica natural de 99,63 e 0,37 % em atomos para o ‘N e N
respectivamente (Lide, 1997). A existéncia do isdtopo pesado do nitrogénio "N possibilita a
producdo de compostos marcados ou enriquecidos neste isétopo, caracterizados por apresentarem
abundancias isotopicas acima da natural. Essa vantagem destaca o "N como um dos isétopos
estaveis mais utilizados como ferramenta de pesquisa.

O nitrogénio ¢ um dos mais importantes nutrientes das plantas, sendo o elemento que
mais limita a producdo agricola. Em seu desenvolvimento, algumas plantas podem utilizar o
nitrogénio do ar com o auxilio de alguns tipos de bactérias existentes no solo ou na propria planta
(fixacdo biologica de nitrogénio). O uso do isétopo '°N permite estabelecer a propor¢io do
nitrogénio contido na planta proveniente do solo, da fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) e
também dos adubos. O conhecimento do potencial da FBN em suprir nitrogénio para as plantas
permite reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados nos sistemas de produgao, contribuindo para a
economia na produ¢do agricola e para a redugdo dos riscos de polui¢do pelo uso de produtos
quimicos (Teixeira, 2002). Sendo assim, ¢ enfatizada a importancia do uso de tracadores estaveis
na elucidagdo de aspectos relacionados a utilizagdo desse nutriente pelas plantas cultivadas
(Trivelin et al., 1996). ‘

Considerando que o nitrogénio também integra a composi¢do quimica da maioria das

proteinas presentes no organismo humano e animal (Leninger, 1980), torna-se possivel a
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realizacdo de estudos de metabolismos bioquimicos em humanos empregando moléculas
apirogénicas.

Dichi et al. (1996) utilizaram o isétopo estavel marcado com °N na forma do aminoécido
glicina para avaliar o ritmo do “turnover” protéico in vivo. Esse estudo permitiu a obtengdo em
curto periodo de tempo (9 h), de informagdes sobre o fluxo nitrogenado ('’N-aménia da urina),
administrado através de dose tnica, por via oral, de glicina '°N.

Manetta & Benedito-Cecilio (2003) salientam a importancia dos isotopos estaveis de "N
e "°C na conservagdo de animais aquaticos, considerando que os impactos antropicos ameacam
areas especificas de alimentagdo, reproducdo e crescimento de espécies em ambientes naturais.
Esses autores utilizaram os isOtopos estaveis para obter a taxa de “turnover” em animais
aquaticos, considerando que esse consiste na sintese do novo tecido e na substitui¢do dos tecidos
velhos, utilizando a composic¢ao da dieta atual do animal.

Com relagio aos radioisotopos do nitrogénio destaca-se o "°N, que apresenta meia-vida de
9,7 min, inviabilizando o seu emprego na maioria dos estudos. Trabalhos empregando moléculas
radiomarcadas no N sio de dificil condugdo, incorrendo em resultados algumas vezes
equivocados (Knoules & Blackburn, 1993).

Dentro desse contexto, apesar do "°N apresentar vantagens relacionadas a0 menor custo
(Hauck & Bremner, 1976) o uso de iso6topos estaveis tem sido preconizado sempre que possivel,
sobretudo em experimentagdo de campo e com seres Vivos.

Com relacdo aos herbicidas organicos, a maioria dos estudos ¢ conduzida com emprego
de compostos radiomarcados no '*C, incluindo a molécula do glifosato. Essa aplicabilidade
deriva, em grande parte, de ser factivel a realizacdo de estudos de degradagdo de um produto
organico no solo.

Por outro lado, a utilizacio do is6topo estavel °N, requer a disponibilidade de compostos
enriquecidos no iso6topo e de espectrometro de massas para a determinagdo isotopica. A utilizagdo
de is6topos estaveis demanda custos superiores, quando comparado com experimentos em que se
utilizam compostos radiomarcados, empregando a técnica de cintilagdo liquida para detec¢ao. No
entanto, apesar de o fator custo representar uma desvantagem, esta ¢ superada pelo aspecto de
seguranca, auséncia de residuos radioativos (cintilagdo) e principalmente em trabalhos de campo.
Cabe ressaltar que ha uma tendéncia internacional voltada para o uso dos iso6topos estaveis em

trabalhos de campo, sempre que possivel, restringindo, desta forma, o uso de compostos
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radiomarcados em experimentos dessa natureza (Zhao et al., 2001; Trivelin, 2002). Jacob et al.
(1988), objetivando avaliar o metabolismo do glifosato em pseudomonas sp, utilizaram-se do
glifosato duplamente marcado no °C e "’N. Gard et al. (1997), utilizaram a Triple Resonance
Isotope Edited NMR Spectroscopy (TRIED) em estudos do metabolismo do glifosato através de
microorganismos do solo, utilizando também o glifosato duplamente marcado no °C e °N.
Diante do exposto, o desenvolvimento de métodos para a produgdo de compostos
marcados em seus isOtopos estaveis tem sido estimulado por possibilitar a obtencao de
informagoes refinadas sobre o ciclo de seus elementos constituintes. Neste sentido, a sintese do
herbicida glifosato marcado em "°N ¢é de potencial interesse em pesquisas agrondmicas, uma vez
que poucos estudos sao citados na literatura brasileira envolvendo o uso de glifosato marcado
com "N, em virtude da falta de disponibilidade desse composto no mercado e devido ao custo de
producdo. O glifosato marcado no N, cuja obtencio foi o objetivo do trabalho, constitui-se
numa importante alternativa para avaliagdes da dindmica do nitrogénio no sistema solo-planta. A
principio, a produ¢do do composto marcado foi encorajada pelo potencial de utilizagdo na
compreensao do ciclo do N. Outros fatores determinantes estdo relacionados ao dominio pelo
Laboratorio de Isotopos Estaveis do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade
de Sao Paulo (LIE-CENA/USP) da tecnologia de separagdo e produgdo de compostos
enriquecidos no isétopo de "N no Brasil, o que notadamente restringe-se a paises desenvolvidos,
e a possibilidade de disponibilizar uma ferramenta que evitarda a geragdo de residuos
radiomarcados, sendo essa (evitar a geracao) a mais importante pratica a ser adotada dentro de

uma hierarquia de gestao de residuos.



23

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Equipamentos e Acessorios

Dentre os equipamentos utilizados, pode-se citar um espectrometro de massas do tipo
ANCA — SL 20/20 da Europa Scientific, empregado nas andlises isotdpicas de amostras solidas e
liquidas. O espectrometro de massas de fluxo continuo (CF-IRMS) foi empregado para a
determinagio do teor de N e abundancia isotopica (% atomos de '°N) nas amostras sintetizadas de
glicina e do glifosato.

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram obtidos num
espectrofotdmetro de IV Nicolet, modelo IR 200, que opera na faixa de 400 a 4000 cm™ e utiliza
pastilhas de KBr. O TLC e o HPLC também foram utilizados na caracterizacdo das amostras
comparadas ao padrao (sigma).

O sistema de refluxo utilizado na sintese do herbicida foi constituido de um baldo de

fundo chato acoplado a um condensador de bolas, e demais acessorios.

3.1.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, sendo: hidroxido de sodio, 4cido
cloroacético, dietil fosfito, acido clorometilfosfonico, trietilamina, metanol, paraformoldeido, n-
fosfonometilglicina (glifosato) padrdo, glicina enriquecida a 6,7 e a 0,9% atomos de "N e com

abundancia isotopica natural.
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3.1.3 Padrdes de glifosato

Para os estudos comparativos realizados através das analises de HPLC, infravermelho e
IRMS, foi utilizado o glifosato acido padrdo sigma e Agritec, e glifosato formulado Agritec

(fornecido por uma empresa privada).

3.1.4 Sistemas de Colunas

3.1.4.1 Obtenc&o de >NH, *

O LIE possui trés sistemas de colunas (Sistema 1:7 colunas de resina com diametro de
14,5 cm e comprimento de 200 cm; Sistema 2:7 colunas de resina com didmetro de 9,5 cm e
comprimento de 200 cm; e Sistema 3:7 colunas de resina com diametro de 5,0 cm e comprimento
de 200 cm), preenchidas com resina cationica DOWEX 50W X8, objetivando a producao de
"NH," com elevado enriquecimento isotopico (Méaximo et al., 2000).

O sulfato de amonio com elevado enriquecimento, obtido pela técnica de cromatografia de
troca idnica em sistema cascata, pode ser utilizado para obten¢do de aménia aquosa °N, glicina-
>N ¢ posteriormente glifosato-""N. O glifosato altamente enriquecido (pequena massa) pode ser
empregado para obtencdo de maior quantidade do herbicida com menor enriquecimento,
utilizando-se do método de diluigdo isotopica. Na Figura 2 sdo ilustrados os trés sistemas de
resina catibnica utilizados para produgio de amonio-""N com elevado enriquecimento no isétopo

15N‘
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Figura 2. Sistema de colunas preenchidas com resina cationica utilizada para produ¢@o do ion

NH," com elevado enriquecimento no isétopo °N.

3.1.4.2 Purificagdo do &cido clorometilfosfénico

Os testes de purificagdo foram realizados em coluna de 7 cm de altura e 6 cm de didmetro
interno, preenchida com 2 ml de resina anidnica grupo forte DOWEX 2X 8 (grupo funcional
amonio quartenario, granulometria de 100-200 “mesh”). A Figura 3 ilustra a coluna utilizada no

processo.
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Figura 3. coluna utilizada na purificagdo do clorometilfosfonico

3.1.5 Resinas de troca idnica

3.1.5.1 Resina catidonica DOWEX 50W X8

Resina catibnica DOWEX 50W X8 com as especificagdes: fortemente acida tipo
poliestireno-divinilbenzeno (DVB) com 8% de DVB; grupo funcional sulfénico; malha 100-200
com didmetro das pérolas de 74-149 um; capacidade de troca cationica (H") de 1,7 meq H mL™"

(resina umida, equilibrada em agua).
3.1.5.2. Resina anidnica DOWEX 2X8

As caracteristicas da resina anionica DOWEX 2X8 sdo: teor de 8% de polimerizagdo com
divinilbenzeno (DVB), grupo funcional CH,N'(CH3)2(C,H4OH); malha 100-200 e capacidade de
troca anibnica (CI) de 3,2 mmol g (resina seca) e 1,33 meq ml™' (resina umida, equilibrada em

agua).
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3.2. METODOS

3.2.1. Métodos de Produgéo

Neste item, serdo abordadas todas as etapas necessarias para a producao do glifosato
enriquecido no °N, esquematizados na Figura 4. Convém esclarecer que uma série de compostos
vem sendo obtidos nos ultimos anos, em trabalhos de pesquisa produzidos no Laboratorio de
Isotopos Estaveis (Bendassolli et al 1988; Bendassolli et al 1989; Méaximo, 1998; Bendassolli et
al 2002; Oliveira, 2001; Maximo et al 2005). E importante frisar, ainda, que os ensaios iniciais
foram conduzidos com reagentes de abundancia isotopica natural (0,366% atomos de '°N),
considerando que os parametros fisicos e quimicos serdo inalterados. A avaliagdo de um possivel

fracionamento isotopico deu-se através da produgdo de glicina enriquecida em "N em 0,9 ¢ 6,7
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Figura 4. Fluxograma referente a produgdo de compostos enriquecidos em "N no

LIE/CENA/USP (em destaque, as etapas produtivas relacionadas a sintese do glifosato).
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3.2.1.1 Obtencao do ®NH,"

A separagdo dos isOtopos de nitrogénio ¢ realizada utilizando-se da reacdao de troca
isotopica entre a amonia em solugdo aquosa e cition NH, adsorvidos em resinas de troca
cationica do tipo sulfonico (DOWEX 50W X8), contidas em sistemas de colunas (Trivelin, 1979;
Méximo, 1998). No processo, uma banda de ion amonio desloca-se pela coluna de resina,
utilizando-se como eluente solucdo de NaOH 0,8 mol L. Essa solucdo, ao ser admitida no topo
da coluna de resina, carregada com ions NH;" (NH4'-R), promove a formagio de uma banda de
jons NH,", em decorréncia da interagdo entre o ion NH4 adsorvido e o fon Na' da solugdo
eluente como demonstrado na Figura 5. O sistema de colunas utilizados no enriquecimento do ion
NH," esta descrito no item 3.1.4.1

O ("*NH4),S04 obtido pela técnica de cromatografia de troca idnica foi utilizado no

presente trabalho para a produgio de '"NH; (ag) (Maximo et al, 2000).

Figura 5. Coluna de cromatografia utilizada no enriquecimento de '°N; Em destaque (A), a

: ; +
traseira de uma banda do ion NHy
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3.2.1.2 Producéo de amdnia aquosa-°>N

O sistema completo para a producao de amonia aquosa esta esquematizado na Figura 6, que
apresenta o balao volumétrico modificado (1 L), contendo duas entradas (E1 e E2). Através da
entrada E1, admite-se o gas de arraste (N;) e pela entrada E2 a solug¢ao de hidroxido de sodio 20
mol L. No inicio, admite-se ao baldo a solugdo de sulfato de aménio e no reator de aquaménia
(R1) a 4gua desionizada. As massas de sulfato de amdnio (solug¢do de sulfato de amonio) e agua
desinonizada (R2) foram definidas em fun¢do da quantidade de amoénia anidra que se pretende
obter e da concentragao de nitrogénio (%N) na solucdo final de aquamonia.

Na producao de aquamonia, apds a montagem completa do sistema, foi admitido em E2 um
volume de solucdo de hidroxido de sodio 20 mol L™, que representa 50% em excesso na solu¢io
final. Em seguida, aqueceu-se a solucdo do baldo até a temperatura de 70°C, ocorrendo a

liberagdo de amonia de acordo com a reagao detalhada na equagao (1):

(°NH,),SOs + 2NaOH — 2 ""NH; + 2H,0 + Na,SO, (1)

A amonia (NH3) e o vapor de agua sdo arrastados do baldao de reagao por um fluxo de Ny,
passando pelo condensador Allinh, onde o excesso de vapor de agua ¢ condensado. No
condensador é mantido um fluxo de 4gua (0 a 5°C) de 3 L min™' em circuito fechado, com auxilio
de um circulador de dgua. Apds esse estagio, a amdnia contendo tracos de vapor de dgua passa
por uma coluna preenchida com pastilha de NaOH (reagente dessecante), onde fica retido todo
vapor de dgua presente junto a amonia.

Os estagios seguintes promovem a liquefagdo da amonia por abaixamento de temperatura.
Preliminarmente, tem-se um trocador de calor (serpentina de vidro) mergulhado em banho de
gelo seco e etanol, a temperatura aproximada de -33°C, onde a amdnia passa ao estado de vapor
saturado. Na etapa subseqiiente, a amonia € liquefeita no interior do reator de aco inoxidavel R1,
imerso em banho de gelo seco/etanol (-73°C). A massa de dgua desionizada admitida em R2 foi
previamente estabelecida em funcdo da concentracdo desejada de N-amonia na solucdo final.

Apos periodos pré-estabelecidos e anteriormente a fase de hidratacdo da amonia anidra, aumenta-
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se o fluxo de gas N, de 200 para 350 cm® min”'. A quantidade de aménia liberada nesta etapa,
definida como amdnia residual, foi recebida no recipiente C1, em quantidade equivalente de
solugdo de 4cido sulfarico 1 mol L (Bendassolli et al, 2002). Algumas adaptagdes foram
realizadas recentemente na linha do producao de amonia a fim de facilitar o manuseio do sistema

e aumentar a recuperacgao de N.
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Figura 6. Linha de produg¢ao de amoénia anidra ¢ aquosa, sendo E1 — entrada do gas de arraste;
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E2 — entrada de solugdes; R1 — reator de aquamoénia em aco inoxidavel; R2 — massa de agua

desionizada; e C1 — trap contendo H,SO4

3.2.1.3 Sintese da glicina

A metodologia utilizada na sintese da glicina ¢ uma adaptagdo da inicialmente proposta

por Vogel, (1981). Segundo esse autor, a sintese ocorre de acordo com a equagao (2)

(NH4)2CO3 +NH; + CH,CICO,H — CHz(NHz)COzH + H,CO3; + NH4Cl1 (2)

Nesta, inicialmente dissolvem-se em um baldo de capacidade volumétrica de 700 mL, 180

g de carbonato de amonio em 150 mL de agua morna (40-50° C). Apds atingir a temperatura

ambiente, adicionam-se 200 mL de solu¢do concentrada de amonia, e na seqiiéncia introduz-se
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lentamente uma solu¢do composta de 50 g de 4cido cloroacético em 50 mL de dgua. Em seguida,
o baldo ¢ fechado e permanece em repouso por 24 — 48 horas, a temperatura ambiente. Apds esse
periodo de repouso, a solugdo ¢ concentrada até volume final de 100 mL, e em seguida inicia-se o
processo de purificagdo, com adigdo de 400 mL de alcool metilico. O aminoacido ¢ entdo levado
para um refrigerador e mantido a temperatura de 4°C. Apos a filtragdo do aminodacido, os cristais
sao suspensos com 150 mL de alcool metilico, filtra-se novamente o aminoacido e em seguida
dissolve-se os cristais em 50 mL de 4gua aquecida. Finalmente, a Gltima etapa consiste em
precipitar novamente o aminodcido com 200 mL de alcool metilico. A massa de glicina obtida
deve ser em torno de 25 g de (rendimento de aproximadamente 60%).

Oliveira (2001) constatou que a utilizagcdo do carbonato de amonio, ao sintetizar a glicina
marcada, provoca uma dilui¢do isotdpica de aproximadamente 50% utilizando como fonte
nitrogenada marcada somente a amonia aquosa. Considerando que a dilui¢do era indesejavel,
estudou-se a possibilidade de produzir o carbonato de aménio marcado com °N. No entanto,
observou-se que o procedimento ¢ moroso ¢ as perdas de N no ambiente durante o processo sao
altas tornando o método inviavel, principalmente ao se trabalhar com nitrogénio marcado.

Buscando adaptar o método inicialmente proposto por Vogel (1981), as condigdes
oferecidas no LIE-CENA/USP, Oliveira (2001) estudou a possibilidade de eliminar a utilizagao
do carbonato de amoénio, mantendo os demais reagentes com estequiometria inalterada.
Constatou-se que o rendimento da reagdo nao foi superior a 10%, mas, no entanto, as perdas de
nitrogénio foram sensivelmente reduzidas, atingindo valores em torno de 11%, que sdo bastante
inferiores as perdas de 35% verificadas quando da utilizagdo concomitante do carbonato de
amonio.

No presente trabalho, utilizou-se a metodologia adaptada por Oliveira (2001) na sintese da
glicina, procedendo-se pequenas alteracdes no processo de purificagdo do aminoacido com
metanol.

A reagdo entre amdnia aquosa concentrada em (obtido como descrito em 3.2.1.2) e acido

cloroacético ocorreu de acordo com equacao (3).
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No procedimento, inicia-se a reacdo no baldo adicionando lentamente, sob agitacdo, a
solucdo contendo 25 gramas de acido cloroacético em 25 ml de agua, em 100 ml de amonia
aquosa concentrada (25 % m/v). O baldo de reagdo foi deixado em repouso por um periodo de 24
h, a temperatura ambiente. Ao final do tempo estabelecido, a mistura contida no baldo foi
transferida para sistema de concentragdo, a pressao sub atmosférica, sendo o volume reduzido
para aproximadamente 20 ml. Na seqiiéncia, o aminodcido sintetizado, contido na solucdo
concentrada, foi cristalizado com adigdo de metanol, sendo posteriormente resfriado a
temperatura de 4°C por 4-6 horas, para permitir a completa cristalizagio. O "NH4CI, que
constitui a principal impureza no processo de sintese, foi removido repetindo-se por mais duas
vezes a cristalizagdo com metanol.

A recuperagdo do '"NH,CI se torna necesséria por conter o isétopo "N, ¢ a do metanol
devido a sua toxidez. A recuperagdo do metanol foi realizada no evaporador rotativo, a baixa
pressdo, o mesmo utilizado na concentracdo do aminoacido. A SNH; em excesso foi recuperada
em sistema de armadilhas quimicas contendo 4cido sulfiirico 6 mol L™, acopladas ao sistema de
concentracao, conforme proposto por Oliveira (2001). Os testes foram realizados em duplicatas,
com redugdo na escala (2 vezes) em relagdo as condigdes inicialmente previstas.

As determinagdes do teor de N (%) nas amostras com abundancia isotopica natural e
determinagdo isotopica na amostra de glicina enriquecida foram realizadas por espectrometria de
massas (Barrie & Prosser, 1996) em duas amostras de glicina com abundancia isotopica de 6,7 e
0,9% atomos de "°N. As determinagdes da concentracdo de amdnia presente no inicio da reagao,
no final (excesso) e a pureza do aminoacido obtido foram realizados fazendo-se uso da destilagao

por arraste a vapor.
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3.2.1.4. Producdo do &cido clorometilfosfénico, a partir do dicloreto clorometilfésfonico

A sintese do glifosato envolve reagdo de substitui¢do entre o 4cido clorometilfosfonico e
glicina. Devido a dificuldade de aquisicao do referido 4cido no mercado, foi necessario sintetiza-
lo em laboratério. O método avaliado envolveu a reacdo de substituicdo nucleofilica entre o
dicloreto clorometilfosfonico e solugdo de NaOH 10% (m/v), de acordo com a reagdo

apresentada na equacgao (4).

Substiuigio Mucleofllica
cl Cl cl OH

| |
H-C-F -1 &+ 2H«0H - H-C- P-0H + ZNaCl

] |

H 6 H &

Acido

Diclaretoclormetidfiosfbnies Cloromstitfosfnice

(4)

A reagdo ocorreu em micro escala, e a estequiometria da mesma foi avaliada.
Inicialmente, a resina foi carregada a forma de hidroxila (R-OH’) com solu¢do de NaOH 0,2 mol
L' Na seqliéncia, fluiu-se no sistema (fluxo de 0,3 ml min'l) a solug¢do proveniente da reagao,
contendo o 4cido clorometilfosfonico e cloreto de sédio (Na” + CI). Em seguida, fluiu-se agua
desionizada na coluna para permitir a lavagem do sistema, sendo o volume amostrado a cada mL
para medida do pH e concentracdo de OH (titulometria). Na proxima etapa, os radicais CI,
retidos nos sitios ativos da resina, foram deslocados pelos anions OH™ (regeneragdo). Foram
coletadas amostras a cada 1 mL do volume eluido e procederam-se determinagdes de OH™ por
titulometria e CI” por injecao em fluxo e espectofotometria colorimétrica (Zagatto et al., 1981).

Previamente ao preenchimento da coluna, a resina foi lavada varias vezes com agua
desionizada, com a finalidade de retirar particulas de impurezas e tragos de residuos organicos do
processo de sintese. A etapa de lavagem se deu em sistema “batch” (Abrao, A. 1972; Collins et

al., 1997), sendo o procedimento repetido por 5 vezes.
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3.2.1.5 Sintese do glifosato a partir do acido clorometilfésfonico (Patente n° 3,799,758 -
1974)

O glifosato acido pode ser obtido a partir do 4cido iminodiacético (IDA), na presenga de
um dacido inorgénico (geralmente acido cloridrico ou sulfurico), ocorrendo uma reagao de
metilagdo, utilizando-se para tanto o formaldeido. Em seguida, ¢ feita uma reagdo de fosfonacao,
usando-se um componente a base de fosforo, que pode ser o acido fosforoso ou o tricloreto de
fosforo. O produto entdo ¢ purificado, centrifugado e seco, obtendo-se o dacido N-
fosfonoiminodiacético (PIA). A partir desse intermediario, ¢ feita uma reacdo de oxidagdo,
utilizando-se, por exemplo, o perdxido de hidrogénio ou qualquer outro oxidante ou catalisador,
obtendo-se o N-fosfonometilglicina (glifosato acido).

Outro rota de sintese, proposta por Franz et al. (1974), descreve a reagdo de substituigdo
nucleofillica entre o acido clorometilfosfonico e a glicina, em condi¢des equimolares, de acordo

com a reacao representada na equagao (5).

H OH T 0 0 H H H OH
| 7 NaOH N
Cl-C-P=0 + H-C-2C — C—C-N-C P=0
F|| C!H | \DH VA I B O
MH; OH H H H OH

Glifosatn

Substituico Nucleofilica

)

Na sintese em questdo, em um baldo de reacdo, sdo adicionados 50 partes de glicina, 92
partes de acido clorometilfosfonico, 50 partes de solu¢do de hidroxido de sodio 50% (m/v) e
agua. A solucdo ¢ mantida sob refluxo enquanto adicionam-se, lentamente, se necessario, solugao
50% (m/v) de hidroxido de sodio, com a finalidade de manter o pH de reacao entre 10 e 12. Apds
concluido o tempo de reagdo (20 horas), a solugdo ¢ resfriada a temperatura ambiente e filtrada.

Na seqiiéncia, adicionam-se 160 partes de acido cloridrico concentrado e realiza-se a filtragao,
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obtendo-se um solido branco insoltivel em dgua e em solventes organicos, que deve se decompor
em temperatura entre 200 a 230°C. A Figura 7 ilustra o sistema utilizado nesse método de sintese.

Ensaios preliminares foram realizados em triplicata fazendo-se uso da glicina com
abundancia isotopica natural (0,366% at de ""N). As determinagdes analiticas objetivando
confirmar a presenca do herbicida, apds a sintese, foram realizadas por teste de fusdo,
infravermelho e por espectrometria de massas.

Os testes de fusdo foram realizados em cadinhos de porcelana e em mufla programada
para atingir a temperatura constante de 230°C. Espectros de absor¢do na regido do infravermelho
foram obtidos com um espectrofotdometro de IV Nicolet, modelo IR200, na faixa de 400 a 4000
cm e as andlises para determinagio do teor de N foram realizadas no espectrometro de massas

ANCA-SL 20-20. As amostras sintetizadas foram comparadas com o padrao sigma.

Figura 7. Sistema em micro escala utilizado na rota de sintese do glifosato.

3.2.1.6 Sintese do glifosato a partir do diaquil fosfito e glicina (Patente N° 4, 237,065 - 1980)

A patente supracitada relata um processo para obtencdo do glifosato, em varias etapas,

proposta por Ehrat (1980), visando a utilizacdo de reagentes de baixo custo e de facil acesso no
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mercado, bem como a isen¢do de métodos de purificacdo no produto final. A reacdo pode ser
visualizada através do fluxograma apresentado na Figura 8.

De acordo com a sintese proposta, o paraformoldeido ¢ dissolvido em um alcool, com
simultanea despolimerizacdo, na presenca de uma base tercidria (agente catalisador). Na solucao
obtida adiciona-se glicina, formando o hidroximetilglicina como intermediario. Esse
intermedidrio reage imediatamente, sob refluxo, com o dietil fosfito adicionado. O éster formado
¢ saponificado com a adi¢do de solucdo de NaOH 30% (m/v), sendo que, apos esta etapa, a base

terciaria ¢ o alcool sdo removidos. Finalmente, a solucdo alcalina obtida ¢ acidificada com

precipitacdo do N-fosfonometil glicina.

(RO)POH

H

i
— COOH.NR3
CH20 + HzNCH2COOH + R3N é_HOCHzNCHz

R—OH li;
(RO)OPCH2NCH2COO0H . NR3

HOCH2PO(OR)2
RiM
NaOH
R—OH
0
HGCH2PO(ONa)2 (NaO);OPCHNCH>COON,
HCI
/CH2COOH
HOCHPO(OH)2 ~ CH;PO(OH)2

Figura 8. Rota de reagdo para obtengao do glifosato acido a partir do dietil fosfito

Em condi¢des particulares, o aminoacido glicina pode ser considerado uma simples amina
soltvel em alcool ou em agua. A glicina reage surpreendentemente como uma amina na reagao
de Mannich, envolvendo formaldeido, amina e dietil fosfito, resultando em fosfonometil amina.
No entanto, nas condi¢des estabelecidas pela invengdo patenteada, a reagdo de Mannich nao

resulta em uma amina, mas sim no n-fosfonometil glicina.
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Nessa reacao, inicialmente, 1,5 mols de paraformoldeido sdo dissolvidos em 500 mL de
metanol, com simultanea despolimerizagdo, na presenca de 1 mol de trietilamina (base terciaria).
A solugdo obtida, adiciona-se 1 mol de glicina, que ira reagir com o formaldeido, oriundo do
processo de despolimerizag¢do, em uma condi¢ao conhecida como reagdo de Mannich (Holy et al.,
1979). A solugdo ¢ mantida por 60 minutos, sob refluxo, a temperatura de 70°C. Na seqiiéncia,
completa-se a solugcdo com 1 mol de diaquil fosfito, gotejados lentamente, durante 30 minutos.
Apds 90 minutos de agitacdo, a solucdo inicial da origem a um éster, que em seguida ¢
saponificado com 3,5 mols de solucdo de hidroxido de sodio 30% (m/v). Nesta etapa, a
trietilamina ¢ o metanol sdo recuperados através da destilagdo fracionada, em temperatura de
70°C. Logo apo6s a recuperagao dos solventes, o sistema retorna ao refluxo, a uma temperatura de
105°C, por um periodo de 2 horas. Na seqiiéncia, a solug¢do alcalina obtida ¢ acidificada com
acido cloridrico concentrado até¢ pH 1,5. A mistura permanece em repouso, a temperatura de
15°C, durante 3 a 4 horas, quando o glifosato ¢ cristalizado e separado por filtragdao. O
rendimento da reacdo ¢ em torno de 48 a 52 % e a massa obtida ¢ de aproximadamente 81 a 88 g.

Os testes preliminares foram realizados em triplicatas, em escala reduzida de 1:100,
fazendo-se uso da glicina com abundancia isotopica natural (0,366% at de '"N). Apos
estabelecidas as melhores condigdes experimentais, realizou-se dois testes partindo da glicina
com abundancia isotdpica de 6,70 ¢ 0,90 % em atomos de N, objetivando avaliar possivel
fracionamento isotdpico durante o processo. O sistema utilizado nessa rota de sintese ¢ 0 mesmo
ilustrado na Figura 8. As determinagdes isotopicas no glifosato sintetizado foram realizadas no
espectrometro de massas ANCA-SL 20/20.

As determinagdes analiticas, ap0os a sintese, com a finalidade de confirmar a presenca do
herbicida, foram realizadas através do teste de fusdo, espectroscopia de infravermelho e teor total
de nitrogénio por espectrometria de massas. As amostras sintetizadas foram comparadas com o

padrao sigma pa.

3.2.1.7. Producéo do Glifosato formulado

Uma das etapas de obtencao do glifosato formulado prevé a sintese do glifosato sal, que

pode ser feito mediante a neutralizacdo do glifosato acido com uma base, por exemplo, a
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monoisopropilamina. Essa etapa do processo de producdo ¢ chamada de pré-mistura ou primeira
etapa da formulacao, contendo 62% de concentragdo do acido.

O glifosato acido (ou solido) ¢ relativamente insoluvel em &gua, inviabilizando sua
aplicagdo em campo. Diante desse fato, o glifosato ¢ tipicamente formulado na forma de sais,
tornando a molécula soluvel. Essa caracteristica particular permitiu que varios sais fossem
obtidos com o objetivo comercial. Estudos comparando a eficiéncia dos diferentes sais
comprovaram que o isopropilamina aumenta a fitotoxidade na planta. No entanto, o sal,
associado a um surfactante, aumenta a absorcdo pela planta (Duke, 1988). Deve-se ressaltar,
ainda, que, em termos industriais, destaca-se o glifosato sal de mono-isopropilamine (IPA) com
surfactantes, comercializado pela Monsanto Company e registrado como Roundup.

Na presente investigagcdo, optou-se pela obtencdo do herbicida nas mesmas condigdes em
que o comercializado pela Monsanto. Para isso, o glifosato 4cido obtido na etapa anterior foi
submetido a aminac¢ao com 13,5% de oleamida monoisopropilamida (MIPA), associado a 13% de
tensoativo (surfactante — ultramina 200).

A ultramina 200 é uma amina graxa etoxilada com caracteristicas umectantes. E
recomendada para formulagdes agroquimicas, na forma pura ou combinada, como agente
umectante ou solubilizante em concentrados soluveis em formulagdes herbicidas com base em
agua, apresentando efeito espalhante e auxiliar de penetragao.

As amostras obtidas a partir dessa reagdo quimica foram analisadas por HPLC com
detector de fluorescéncia, espectroscopia de infravermelho médio para amostras solidas e
liquidas. Com o objetivo de verificar a diluigdo isotopica de "N no glifosato formulado, foram
realizados dois ensaios, tendo como precursor a glicina enriquecida a 6,7 ¢ 0,9 % em atomos de
PN%.

A partir do balanco de massa isotdpico, pode-se determinar, no produto final, a
contribuicdo da fonte nitrogenada proveniente do glifosato acido e da aminagdo (MIPA), bem
como do tensoativo (Surfactante). A Figura 9 ilustra esquematicamente a obtengao do formulado
de glifosato a partir do acido do MIPA e Surfactante (S). A equacdo de balango de massa

isotopico pode ser representada por (6).



39

Glifosato acido (Gac.)

MIPA (M) + Surfactante (S)

A % em atomos de >N B % em atomos de 15N

Produto (Formulado

C % em atomos >N

Figura 9. Fluxograma para obtencio do glifosato formulado (glifosato acido + MIPA e Surfactante). fq(GéC‘) =

fragdo de N, no produto final, proveniente do glifosato acido; ¥ (M+S) = fracdo de N, no produto final, proveniente
da mistura MIPA e Surfactante; A, B e C corresponde, respectivamente, a abundancia isotopica de "N (% em

atomos de '°N) no glifosato acido, MIPA + Surfactante e glifosato formulado (produto final).

A fN(Géc.) + B fN(MJrS) =C (fN(Gac.) + fN(M+S)) (6)
onde:
A, B e C: Abundancia isotopica (% em atomos de °N) no glifosato acido, mistura MIPA e
Surfactante e glifosato formulado respectivamente; FN(Géc.) e FN(M+S) = fragdo de nitrogénio,
no produto final, proveniente, respectivamente, do glifosato 4cido e mistura MIPA e Surfactante.
Considerando que a mistura do MIPA (oleamida monoisopropilamida) e do Surfactante
(ultramina) apresenta abundéncia isotopica natural (0,366 % em atomos de '°N) e ainda o balango

de massa nitrogenado, dado pela equagao 7, podemos obter a equagao 8.
fN(Gaic.) + fN(M+S) =100 ou fN(M+S) =100 - fN(Géc.) (7

N Gie) = [(C—0,366)/(A —0,366)] . 100 (8)
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3.2.2 Métodos Analiticos

3.2.2.1 Espectrometria de Infravermelho médio

A regido infravermelha do espectro eletromagnético encontra-se entre a microondas e a
visivel, estendendo-se desde 200 até 12500 cm™ (50 a 0,8 um). Neste amplo intervalo, a regido
entre 400 e 4000 cm™ (25 a 2,5 um) é a de maior importincia para espectrometria no

infravermelho (IV), por corresponder a faixa de energia das vibragdes moleculares.

Quando um feixe de radiagio microondas (10> a 10' ecm™) incide em uma molécula
organica, a energia ¢ absorvida do feixe e convertida em energia rotacional molecular. Como os
niveis rotacionais sdo quantizados, os espectros moleculares sdo compostos por linhas de
absor¢do. Isto ocorre devido a existéncia de varios niveis de energia rotacional para cada
transicdo vibracional, de modo que uma série de linhas se sobrepde, dando origem as bandas de
absor¢ao. Nesse caso, sdo sensiveis a radiagdo infravermelha somente as vibragdes moleculares
que geram alteracdes nos momentos de dipolo, como conseqiiéncia da variacao da distribuig@o
dos elétrons na ligacdo. O movimento de oscilagdo molecular gera um campo elétrico alternado
que, quando em fase com o campo elétrico da radiacdo incidente, absorve energia do feixe,
aumentando a amplitude das vibragdes moleculares. E justamente a detecgdo da energia

transferida do feixe para a molécula que constitui a espectroscopia infravermelha (IV).

Cada grupo funcional vibra com uma freqiiéncia caracteristica, que depende da massa dos
atomos, da geometria das moléculas e da constante de for¢a da ligacdo. Desta forma, cada
composto ou material apresenta um espectro infravermelho distinto, como se fosse sua impressao
digital. A identificagdo de um composto através de seu espectro IV ¢ realizada através da
comparagao da freqiiéncia das absorgdes com freqii€éncia de padrdes existentes na literatura
(Scheinmann, 1970; Brame & Grasselli, 1977). Este procedimento possibilita identificar a

composi¢ao quimica e a estrutura molecular de amostras solidas, liquidas ou gasosas.

A fracao de radiagdo transmitida através de uma fina camada de um determinado material,
freqiientemente expressa como transmitancia (T), depende do numero de grupos absorventes

existentes na amostra ¢ da intensidade do momento de dipolo associado aos mesmos. A
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transmitancia € definida como a razdo I/lo, onde I é a intensidade da luz transmitida através do

s6lido e Io ¢ a intensidade incidente.

Moléculas grandes possuem modos de vibragdo complexos. Entretanto, considerando-se
grupos funcionais isolados, as vibragdes moleculares podem ser classificadas como deformagao
axial (ou de estiramento) e deformagdo angular. Ambos os modos podem ocorrer de forma
simétrica ou assimétrica. Na deformagao axial, a vibragdo se da ao longo do eixo das ligagdes dos
atomos, de modo que a distancia interatdmica varia periodicamente. No caso da vibragdo de
deformagao angular, o angulo de ligagdo dos 4&tomos de uma molécula varia continuamente como

movimento oscilatorio. A deformagdo angular pode ocorrer no plano e também fora do plano.

No presente trabalho de pesquisa, os espectros IV referentes as amostras de interesse
foram obtidos utilizando-se um espectrofotometro Nicolet 200, instalado no Laboratorio de

Quimica Organica da UNICAMP.

3.2.2.2 Determinagao isotépica de >N (% em &tomos) e teor de N (%) em amostras de glifosato

por espectrometria de massas

As determinagdes do teor de N (%) nas amostras com abundancia isotopica natural e
determinagdo isotopica na amostra de glifosato enriquecido foram realizadas por espectrometria
de massas (espectrometro de massas modelo ANCA-SL 20-20 da Europa Scientific, utilizado
para amostras liquidas e solidas). O uso, em rotina, desse equipamento instalado no Laboratorio
de Isotopos Estaveis facilita a pesquisa, sendo que o desenvolvimento dos espectrometros

iniciou-se na década de 80 com Preston e Owens (Barrie & Prosser, 1996).

No processo analitico, as amostras de glifosato sintetizadas, contendo cerca de 100 pg de
N, foram seladas em capsulas de estanho (8x5mm), sendo admitidas no auto-amostrador do
ANCA S/L 20/20, capacitado para 66 amostras. Em seguida, as amostras foram purgadas com um
fluxo de hélio ultrapuro (6.0) no auto-amostrador. Logo apds, as amostras foram levadas para o
interior de um tubo de combustdo vertical, quando um pulso de O, ultrapuro substitui

temporariamente o fluxo de He. O tubo de combustdo foi preenchido com um catalisador de
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Cr,03 e CuO em fios cortados em pequenos pedacos (responsavel pela conversao de CO em CO,
e combustdes de hidrocarbonetos) e 1a de prata, que tem a fungdo de reter o enxofre (SO,) e
halogénios. Quando o pulso de O, chega ao forno de combustao juntamente com amostra selada
na capsula de Sn, a temperatura no local, inicialmente em 1000°C, ¢ elevada para 1700°C para
completa combustdo da amostra.

Os produtos da combustiao: CO,, N, NOx e H,O sdo levados para um tubo de reducao,
mantido a 600°C, e que contém cobre metalico (Cu®). No tubo de redugdo, os oOxidos de
nitrogénio sdo reduzidos a N, sendo também retido o excesso de O, utilizado na combustao da
amostra. A seguir, os gases sdo conduzidos pelo gas carregador para uma coluna preenchida com
perclorato de magnésio [Mg(ClO4):], que retém o vapor de agua. Uma pequena fragdo do gas
gerado (0,1%) do sistema de preparacdo de amostra entra no IRMS através de um longo tubo
capilar com uma restricdo para ajuste do fluxo de gas na entrada do IRMS. O gés ¢ entdo
ionizado na fonte de ions e separado no campo eletromagnético (razao m/q). As determinagdes de
N-total e razdo ’N/'*N foram realizadas por meio das intensidades dos feixes de ions relativos as
massas 28 ("N'*"N) 29 (°N'N) e 30 (*’N"°N). O espectrometro de massas pode ser visualizado

na Figura 10.

Figura 10. Espectrometro de massas ANCA-SL
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3.2.2.3 Determinacao do glifosato formulado por HPLC

Com relacdo a determinacao feita por HPLC, foram pesadas 10 mg de amostra, diluidas
em ImL de agua Milli-Q. Da solug¢ao resultante, retirou-se aliquota de 100 pL, sendo adicionados
900 puL de agua. Na seqiiéncia, a amostra foi centrifugada e filtrada (filtro microporo 0,2 pm).
Do volume final, foram retirados para analise 10 pl de amostra e misturados em 2 mL da solugdo
de 9- fluorenilmetil cloroformato (FMOC) e 0,3 mL de solu¢do Tampao de Borato (pH 9,0) ,
com o intuito de derivatizar o herbicida, tornando possivel sua detec¢do no HPLC. O glifosato foi
determinado em coluna fase reversa C18 ODS - 4 x 250 mm, fluxo de 1 ml.min™ (Hypersil),
temperatura ambiente, utilizando como solventes um tampao fosfato (Tampao A) 25 mM
Na,HPO,, desgaseificado com ultra-som e filtrado com filtro para solventes organicos da
milipore HVPL 047 de 0,45 pum. A fase movel era constituida de acetonitrila grau HPLC,
preparada com agua deionizada (Milli-Q) e desgaseificado e filtrado a vacuo com o filtro HVPL
047 da Millipore. Apos a derivatizagao do glifosato com FMOC, os derivados foram detectados
por fluorescéncia com auxilio do detector de fluorescéncia da Shimatsu RF551, regulado para
excitacao (Aex = 266 nm) e emissao (Aem = 305 nm).

A derivatizagdo com FMOC ¢ necessaria uma vez que o glifosato ndo contém grupos
cromoforos. Essa deficiéncia faz com que o glifosato ndo absorva a radiagdo eletromagnética
visivel, dificultando a deteccdo por métodos colorimétricos ou fluorescéncia, a nao ser de forma

indireta ou com devida derivatizagdo (Amarante, 2002).

3.2.2.4 Testes de Fusao

O ponto de fusdo do glifosato ¢ de 230 °C, sendo o herbicida decomposto a essa
temperatura (Grossbard, 1985). Quando aquecido a 200-230°C, o glifosato perde a agua, e
ressolidifica-se para dar forma ao dicetopiperazine do n-n 2,5 difosfonometil. O glifosato pode
ser regenerado através de refluxo com acidos minerais fortes, tais como o acido cloridrico (Franz,

1985).
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A analise fisica por fusdao ¢ um procedimento simples de identificacio e um importante
indicativo de comparagdo entre as amostras. Esse tipo de ensaio permite observar a completa

decomposicao do produto, caracterizando visualmente se a amostra de glifosato sintetizada

assemelha-se ao padrao Sigma pa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Obtencdo do ®NH,"

A utilizagao do processo interativo entre os sistemas 1 e 2 de colunas de resina preenchida
com resina DOWEX 50W X8, pode-se, obter apds 3 acoplamentos, o composto sulfato de
amonio (°NH4);S04) com enriquecimento médio de 42% em atomos de "N. No processo
interativo entre os dois sistemas ¢ possivel produzir cerca de 200 g .més’' do composto
nitrogenado. O processo de producdo, envolvendo a interagdo (cascata) entre os trés sistemas de
colunas de resina (6 acoplamentos entre o sistema 1 e 2 e trés acoplamentos entre os sistemas 2 e
3), foi possivel obter aproximadamente 66 g més™ de sulfato de aménio com enriquecimento

médio de 95 % em atomos de °N.

4.2. Producao de °NHs aquosa

Com o emprego da linha adaptada (Figura 6) foi possivel obter 100 ml de aquamdnia com
20% de N (m/v), a partir de 94 g de sulfato de amdnio. O volume de 100 ml foi definido em
funcao das etapas futuras objetivando a sintese da glicina.

O volume de agua adicionado no reator de aquamonia foi calculado em funcao do teor de
N desejado no produto final. Sendo assim, para obter 100 ml de aquamdnia com 20% N foram
necessarios 63 ml de agua.

Com as adaptacoes realizadas na linha de produgdo de amonia aquosa foi possivel obter
aquamdnia com 22% (m/v) de N. E importante salientar que o teor de N da aquaménia influéncia
no rendimento da etapa de sintese da glicina "°N, reduzindo os custos de produgdo glifosato-'"°N.

Deve-se ainda mencionar as facilidades operacionais do sistema adaptado, quando

comparado ao processo anterior (Bendassolli et al., 2002).
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4.3 Sintese da glicina

A sintese da glicina com adaptagdes no processo de purificacdo (descrito em 3.2.1.3)
permitiu obter uma massa de 2,7 + 0,3 g do aminodcido, representando um acréscimo de 42%
quando comparado ao rendimento obtido por Oliveira (2001). No entanto, o rendimento continua
sendo inferior ao citado pela literatura em virtude da modificagdo da metodologia, que se fez
necessaria com a retirada do carbonato de amonio da reagao.

Os resultados do balanco nitrogenado (recuperacdo do N-NHj; no processo), obtidos a
partir da destilagdo por arraste a vapor e a produgdo do aminoacido glicina (gravimetria) em
fun¢do do volume de NHjuq concentrada, estdo apresentados na Tabela 2. Os valores do
nitrogénio (g) em excesso foram obtidos apds o periodo de reagdo, em sistema por arraste a
vapor, e corresponde ao nitrogénio que permaneceu no sistema (solugdo) ao final do processo na
forma de NHj(q). As perdas verificadas foram principalmente na forma gasosa (NH3) devido a

manipulagao.

Tabela 2. Recuperagio do nitrogénio em excesso na reac¢do e produgdo de glicina (n=3)

Massa de NH;  Massa de NH; Massa de NH;  Recuperagdo  Produgdo de Pureza

Testes inicial (g) final (g) recuperado (g) % glicina (g) %
T1 25 21,74 18,01 83 2,78 98
T2 25 24,00 21,06 88 2,99 99
T3 25 22,87 20,74 91 2,21 98

n= numero de repeticdes

A determinagdo pela técnica de cromatografia em camada delgada (TLC), objetivando a
identificacdo da glicina, foi realizada nas amostras sintetizadas. De acordo com os resultados
obtidos, que podem ser visualizados na Figura 11, todas as amostras indicaram a presenga do

aminoacido glicina, comparando com o padrdo sigma.
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Figura 11. TLC revelada em ninidrina das amostras de glicina sintetizada

As determinagdes referentes ao teor de N nas amostras sintetizadas foram realizadas por
espectrometria de massas ANCA-SL (Autometic Nitrogen Carbon Analyser Solid and Liquid) da
PDZ Europa. Os resultados médios (mg L de N) para todas as amostras de glicina sintetizadas
(solugdes preparadas a partir do aminoacido produzido) bem como para o padrdo Sigma foram de
0,96 + 0,02. Estes dados evidenciam que o teor de N nas amostras sdo compativeis ao do padrao
p.a Sigma (0,98) e a pureza do aminoacido ¢ da mesma ordem de grandeza do padrao empregado.

As determinagdes isotopicas mostraram que nao ocorreu fracionamento nas amostras sintetizadas.
4.4 Producdo do acido clorometilfosfonico

A partir da estequiometria da rea¢do 4 (1:2) pode-se observar que o pH da solugdo final
foi inferior a 7. Esse resultado indicou a presenga de acido cloridrico no volume final (reagao
incompleta). Sendo assim, foram realizados testes utilizando-se de 100% de excesso da base
(1:4), onde 2 mmol foram necessarios para iniciar a clivagem da ligacdo entre o fosforo e o cloro
e 2 mmol de NaOH para realizar a substituicdo. Nessas condi¢des a solugdo final apresentou pH
neutro (7), provavelmente indicando reacao completa.

A solugdo (1,5 ml) proveniente da reacao 4 (substitui¢dao nucleofilica) foi inserida em uma
coluna de resina anionica, conforme descrito em 3.1.4.2. Nessa etapa, os volumes foram
coletados a cada 1 ml em fluxo de 0,3 ml/min. Os resultados da titulagdo, das amostras coletadas,

com H,SO4 0,05 mol L' e amedida do pH sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Massa de hidroxilia (OH") e pH da solucéo eluida da coluna de resina

anionica

Amostra Massa de OH (mmol) pH
1 - 7
2 0,68 12
3 1,10 13
4 0,50 13
5 0,01 13
6 - 9
7 - 7

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que os ions hidroxilas (OH") foram
deslocados nos primeiros 5 mL de amostragem (volume eluido). Os valores de pH verificados
nos volumes amostrados sdo um indicativo de que os ions OH" trocados na resina foram eluidos
nos primeiros 5 mL perfazendo um total de aproximadamente 2 mmol de ions hidroxilas
deslocados. Levando-se em consideragcdo que a troca entre OH™ e CI” ¢ equimolar, pode-se aferir
que 2 mmol de CI ficaram retidos na resina. Na seqiiéncia foi necessario um volume de 5 ml de
agua desionizada para lavagem do acido clorometilfésfonico contido no volume intersticial da
resina.

A proxima etapa consistiu na eluicdo dos ions CI retidos nos sitios ativos da resina (R-CI’),
com solucdo 0,2 mol L' de NaOH. Foram necessarios aproximadamente 20 ml de solugdo bésica
para o deslocamento de 2 mmol de ions CI. As amostras foram coletadas a cada 1 ml para
determinacdo de CI" em sistema por inje¢do em fluxo (FIA) por detec¢do espectofotométrica e
titulagdo com H,SO4 0,05 mol L. Os resultados obtidos sio demonstrados na Figura 12.

Com os dados da Figura 12 pode-se deduzir que houve a retencdo do cloreto (CI) na
resina de troca anidnica evidenciando que a reagdo foi completa, onde apenas o Cl ligado ao
fosforo foi deslocado. Esse Cl” é proveniente da reagdo de substitui¢do nucleofilica entre o

dicloreto ¢ 0 OH™ ( reacdo 4).
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Figura 12. Massa de Cl " e OH ~ (mmol) em fun¢do do volume eluente

O cloro ligado no carbono nao foi deslocado, necessitando de um nucle6filo mais reativo
para iniciar a reagao.
No processo de preparagao da resina, foram utilizados aproximadamente 50 ml de solucao

de NaOH 0,2 mol.L"' ¢ em média 100 ml de 4gua desionizada.
4.5 Producdo do glifosato a partir do acido clorometilfésfonico (Patente n°® 3,799,758 - 1974)

De acordo com os resultados obtidos, considerando os testes de fusdo e andlises por
infravermelho e espectrometria de massas, as amostras sintetizadas ndo correspondem ao
glifosato quando comparado ao padrdo sigma. Este fato evidéncia que a reacdo nao deve ter
ocorrido em sua totalidade ou, possivelmente, devem ter sido formados sub produtos que
interferiram na formacao do produto esperado.

Com relacdo as analises realizadas por espectrometria de massas, o padrdo sigma
apresenta um teor de N de aproximadamente 8,5%, com abundancia isotopica natural de 0,366%
em atomos de '°N. Entretanto, nas amostras sintetizadas, os valores de N foram insuficientes,

levando-se em consideragao a sensibilidade do equipamento.
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De acordo com a literatura, o ponto de fusao do glifosato ¢ entre 200 e 230°C (Grossbard,
1985). No entanto, as amostras sintetizadas demonstraram ter um ponto de fusdo superior
comparado ao padrdo, uma vez que ndo observou-se a decomposi¢ao do produto sintetizado. As

amostras desses ensaios podem ser visualizadas na Figura 13.

Posteriormente, através do espectro de infravermelho do produto obtido, as bandas 3415
em’, 1646 cm™” e 1066 cm™ ndo caracterizam estrutura molecular do glifosato conforme

demonstra a observagdo da Figura 14 em comparacdo aos dados do espectro da amostra padrao

na Figura 15.

“Transmitance

2500 2000
WWavenumbers (cim-1)

Figura 14. Espectro infravermelho para amostra sintetizada
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Figura 15. Espectro do infravermelho do padrio sigma do glifosato

4.6 Producéo do glifosato a partir do diaquil fosfito e glicina (Patente N° 4, 237,065 - 1980

Com as dificuldades de sintese do glifosato a partir do clorometilfosfonico e glicina
julgou-se por bem avaliar outro método de sintese que se adequasse aos interesses do trabalho.
Cabe salientar que mesmo com problemas na rota inicialmente proposta, todas as demais etapas

previstas foram satisfatoriamente executadas.

Com o desenvolvimento da pesquisa foram avaliados inicialmente os parametros
envolvidos na producdo de glifosato a partir da glicina sintetizada e dietil fosfito, processo
estabelecida por Erhat (1980).

Os resultados obtidos a partir desse método demonstraram ser essa uma alternativa mais
promissora de sintese do glifosato, dentro das condi¢des operacionais disponiveis no Laboratorio
de Isotopos Estaveis.

A andlise fisica por fusdo se configura num importante indicativo de comparacao entre a
amostra sintetizada e o padrdo sigma. Dessa forma, de acordo com a Figura 16, pode-se observar
que os resultados referentes as amostras sintetizadas e o padrao sigma sdo semelhantes. Os testes
foram realizados em triplicata (T1, T2 e T3). Com o objetivo de avaliar o percentual de N no
herbicida foram realizados ensaios de sintese partindo-se de glicina p.a (sigma) e glicina

sintetizada no laboratério. Os resultados desses testes sdo apresentados na Tabela 4.
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Figura 16. Teste de fusdo (230°C) realizado na amostra padrdo sigma no glifosato (triplicata)
obtido no laboratdrio. T1 glifosato sintetizado com glicina p.a, T2 glifosato sintetizado a partir de

glicina sintetizada e T3 glifosato sintetizado a partir da glicina marcada.

Os dados da Tabela 4 indicam que o glifosato sintetizado, a partir do diaquil fosfito,
apresentou teor de N (%) e abundéncia isotopica (% atomos de '°N) semelhante aos padrdes
Sigma e Agritec (empresa privada). Cabe salientar que a abundancia isotdpica natural do is6topo

pesado do nitrogénio ¢ de 0,366 + 0,004.

Tabela 4. Porcentagem de N (m/m) e abundancia isotpica (% atomos de >N) em amostras

de glifosato
Glifosato Nitrogénio % Abundancia isotopica
(% em atomos de "°N)
T1 8,11 £0,01 0,363 £ 0,002
T2 8,24 +0,13 0,363 £ 0,002
Padrao Sigma 8,50 = 0,21 0,366 = 0,001
Padrao acido Agritec 8,60+ 0,51 0,365 + 0,003

T1 = glifosato obtido a partir da glicina p.a ; T2 glifosato obtido a partir da glicina sintetizada.
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Com relagdo as andlises por infravermelho, os resultados sdo semelhantes entre as
amostras sintetizadas e o padrdo sigma. As Figuras 17 e 18 correspondem, respectivamente, ao
glifosato sintetizado com glicina p.a e aquele obtido a partir da glicina sintetizada no Laboratério
de Isotopos Estaveis. Ainda que seja desnecessaria a identificagdo de cada um dos picos
observados nas figuras, nota-se que os espectros praticamente se sobrepdem. Essa particularidade
corrobora a semelhanca entre as amostras estudadas e o padrao sigma ilustrado anteriormente na
Figura 15.

Na Tabela 5 podem ser observados os resultados referentes a massa obtida em gramas e o
rendimento da reagao.

De acordo com os resultados da Tabela 5 foi possivel obter, nas condi¢des testadas, um
rendimento de aproximadamente 26% comparado com 50% do previsto na literatura. Observa-se
ainda, que a utilizagdo de glicina sintetizada marcada ou natural, ndo influenciou no resultado

final.

2500 2000
Wavenumbers (cm-13

Figura 17. Espectro Infravermelho para glifosato sintetizada a partir da glicina p.a
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Figura 18. Glifosato obtido a partir da glicina sintetizada no Laboratorio

Tabela 5. Massa e Rendimento da reagdo de sintese de glifosato a partir da glicina e diaquil

fosfito
Teste Massa (g) Rendimento (%0)
*T1 0,4194 25,73
T2 0,4314 26,46
T3 0,4439 27,23
T4 0,4098 25,14
Média + se 0,426 + 0,01 26,14 £0,70

T1 — glifosato acido obtido através da glicina sintetizada com 6,7 % BN: T2, T3

e T4 glifosato acido obtido a partir da glicina sintetizada no presente trabalho
4.7 Producao do Glifosato formulado

Com relagdo as amostras analisadas por HPLC, através da derivatizagdo com FMOC,
observa-se o tempo de retencdo semelhante entre o padrao (27,60 min), a amostra sintetizada com
abundéncia natural (27,56 min) e a amostra sintetizada marcada com "N (27,55). Os resultados,

comparados ao padrao, aparentam se tratar da mesma substancia.
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Os resultados podem ser visualizados nas Figuras 19, 20 e 21 respectivamente, para o

~ . . . . . 15
padrao, amostra sintetizada com abundancia natural e amostra sintetizada marcada com °N.

Figura 19. Padrio glifosato formulado Agritec 480 g.L™!

Figura 20. Amostra do glifosato formulado sintetizado com abundancia isotopica natural
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Figura 21. Amostra do glifosato sintetizado marcado com '°N

Ao mesmo tempo, foram realizadas andlises fazendo-se uso do infravermelho médio com
amostra bruta, nas quais observa-se, comparando a amostra de glifosato com abundancia natural, a
amostra marcada com "N e o padrio formulado fornecido pela AGRITEC, que os picos emitidos
praticamente se sobrepuseram. Esses testes foram realizados no Instituto de Quimica — Laboratorio
de Quimica Orgéanica da UNICAMP utilizando-se de um Termo Nicolet IR200 com transformada
de Fourier (FTIR). Os picos das amostras formuladas diferem daqueles obtidos com as das
amostras de glifosato acido. Isso se deve ao fato das amostras formuladas estarem com excesso de
amina evidenciado através do alargamento dos picos na regido de 3400 cm™. No entanto os
espectros das amostras ¢ do padrdao (AGRITEC) se sobrepdem evidenciando que o herbicida
formulado sintetizado encontra-se nas mesmas condigdes que o padrdo. Os resultados sdo
demonstrados nas através das Figuras 22 (Padrdo), 23 (amostra com abundancia natural ) e 24

(amostra marcada).



Figura 23. Espectro relativo a amostra sintetizada com abundancia isotdpica natural
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Figura 24. Espectro relativo a amostra sintetizada marcada com o isétopo °N

Com relagdo as amostras de glifosato enriquecidas em N, onde utilizou-se glicina
previamente enriquecida no isétopo (6,70 e 0,90 % em atomos de "°N) foi possivel obter o
glifosato 4cido e o formulado com as caracteristicas isotdpicas listadas na Tabela 6.

Na mesma tabela sdo apresentados os valores isotopicos e a contribuigdo das fontes
nitrogenadas (N-glifosato acido e N-MIPA+Surfactante) no produto formulado (glifosato acido
com adi¢do do MIPA e Surfactante, conforme descrito em 3.2.1.7). A contribui¢do de cada fonte
nitrogenada foi obtida a partir das equacdes de balanco isotopico apresentadas no item 3.2.1.7
(equagdes 6 e 8). As determinagdes isotopicas (abundincia em % em atomos de '"N) foram
realizadas no espectrometro de massas ANCA-SL 20/20.

Com os dados da Tabela 6 pode-se observar que nao houve fracionamento isotopico na
conversdo da glicina-"°N em glifosato 4cido e que a diluigdo isotopica na obtengio do formulado
foi praticamente a mesma nos ensaios utilizando-se do glifosato acido com 6,70 ¢ 0,90 % em
atomos de "°N. A diluicdo isotopica de '’N no produto final (formulado) devido a introdugdo da
MIPA e do Surfactante ndo representa problemas na utilizacdo do herbicida como tragador,
levando-se em consideragdo que o enriquecimento no principio ativo € que deve ser levado em

consideragao.
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Tabela 6. Dados isotopicos e de fragao de N no produto final (glifosato formulado).

Contribuigdo de N
Precursor " Composto Abundancia isotdpica no produto (%)™
(% em atomos de °N) N(Gac.) f(M+S)
Glicina (6,70 % Glifosato acido 6,72 36,6 63,4
em atomos "N)  Glifosato formulado 2,64
Glicina (0,90 % Glifosato acido 0,87 34,5 65,5
em atomos '°N)  Glifosato formulado 0,54

@ glicina previamente enriquecida utilizada na sintese do glifosato acido; ® e ¥’ valores de A e C da equagio (4); @

obtido a partir da equagio (4), correspondendo a f(Gac.) e f(M+S).
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5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que o processo de sintese utilizando
clorometilfosfonico nao ¢ possivel ser utilizada, uma vez que o clorometilfosfonico ndo encontra
mais disponivel no mercado, e sua sintese em laboratorio ndo permitiu alcangar os resultados
esperados. No entanto, o método utilizando o diaquil fosfito no momento ¢ a que melhor atende
aos interesses do trabalho sendo possivel obter o glifosato 4cido com um rendimento de
aproximadamente 25 % correspondendo a 0,44 g do glifosato na forma acida.

Com relacao ao glifosato formulado na forma de sal de isopropilamina, ficou evidenciada
através das andlises por espectrometro de massas uma diluicao isotopica de aproximadamente 60
%. No entanto, com a produgdo do glifosato altamente enriquecido (80 — 90 % atomos de "°N)
esse problema pode ser contornado e a marcagdo no principio ativo é que deve ser levado em
consideracio.

Através das andlises fica evidenciada a obtencao do herbicida nas mesmas condigdes que
o produto comercializado, ndo sendo inclusive, demonstrado a formagdo de impurezas
indesejadas na rota de sintese.

Com isso o trabalho se finaliza disponibilizando para a pesquisa mais um composto
enriquecido em "N que poderé colaborar com os estudos relacionados ao comportamento desse

herbicida no ambiente.
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