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mundo. E querer transforma-lo. Se vocé pesquisa
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RESUMO

Os agrotodxicos, quando utilizados em excesso, podem representar riscos a saude
humana e ao meio ambiente, tornando essencial o monitoramento de sua presenca.
Organofosforados (OF’s), como acefato e glifosato, estdo entre os mais utilizados e
comercializados do mundo, porém seu monitoramento € desafiador, especialmente
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, que dificultam a deteccdo dessas
moléculas. Assim, este estudo tem como foco a busca por reagdes que possibilitem a
deteccdo desses pesticidas de maneira rapida, reprodutivel e eficiente. Neste
contexto, buscando detectar colorimetricamente acefato e glifosato, propomos o uso
de agentes de derivatizagcdo, como o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (DNCB),1-fluoro-2,4-
dinitrobenzeno (DNFB) e 4-nitrobenzaldeido (4-NBZ), bem como o uso de reacdes de
deteccdo indireta, como p-nitrofenil acetato (APNF) e o dietil 2,4-dinitrofenilfosfato
(DEDNPP). Essas moléculas sdo capazes de tornar uma solugéo antes incolor,
colorida, através dos produtos de reagédo com os OF’s (no caso dos derivatizantes) e
dos seus proéprios produtos de hidrdlise obtidos através do ataque nucleofilico dos
OF’s (no caso das duas moléculas utilizadas para detecc¢ao indireta do glifosato). O
acefato foi avaliado frente ao 4-NBZ, DNCB e DNFB, e o estudo de hidrolise dessas
moléculas mostrou que essas reag¢des contribuem pouco nas condigdes avaliadas
para as reacbes de derivatizacdo de interesse. O DNFB mostrou potencial para a
deteccao de acefato, levando a formacao de uma banda de absor¢cdo em ~340 nm em
aproximadamente 3 horas, que confirma o produto colorido estavel, em toda a faixa
de pH avaliada. O glifosato também foi avaliado frente ao 4-NBZ e DNCB, além do
APNF e DEDNPP. Os derivatizantes 4-NBZ e DNCB levaram a formacao de um
produto de glifosato derivatizado, sendo que os melhores resultados foram obtidos
com o DNCB. Uma condic¢ao ideal de reacao foi obtida, em pH 10,5 e temperatura
ambiente, e nessas condi¢des, o DNCB foi capaz de detectar a presenca de glifosato
em amostras comerciais, sem nenhum tratamento prévio, o que representa uma
grande vantagem frente a outros métodos. Isso evidencia que o método proposto nao
€ afetado pelos interferentes presentes na formulagdo comercial. Ainda, foi estudada
a deteccgao indireta do glifosato na reacao com APNF e do DEDNPP, pela formacéao
dos produtos fendlicos coloridos, que se formam pela hidrolise dessas moléculas e é
acelerada pelo glifosato. Observando os resultados obtidos através das 33 reacdes
realizadas, é possivel afirmar que conseguimos promover diferentes e promissoras
formas de detectar glifosato e acefato: métodos com a utilizagdo de moléculas
derivatizantes e também estratégias indiretas. Isso é bastante significativo, pois o
meétodo de deteccdo colorimétrica € simples, rapido e acessivel, e, principalmente,
pode ser levado a campo, oferecendo uma alternativa promissora as técnicas
convencionais. Ainda, contribui para compreender a reatividade dessas moléculas, o
que é essencial para propor rotas de detecgao e neutralizagao.

Palavras-chave: glifosato, acefato, derivatizantes, pesticidas, organofosfatos.



ABSTRACT

Pesticides, when used in excess, can pose risks to both human health and the
environment, making the monitoring of their presence essential. Organophosphates
(OPs), such as acephate and glyphosate, are among the most widely used and
commercialized worldwide; however, their monitoring remains challenging, mainly due
to their physicochemical characteristics, which hinder the detection of these molecules.
Thus, this study focuses on the search for reactions that enable the detection of these
pesticides in a rapid, reproducible, and efficient manner. In this context, aiming at the
colorimetric detection of acephate and glyphosate, we propose the use of derivatizing
agents such as 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (DNCB), 1-fluoro-2,4-dinitrobenzene
(DNFB), and 4-nitrobenzaldehyde (4-NBZ), as well as indirect detection reactions
employing p-nitrophenyl acetate (APNF) and diethyl 2,4-dinitrophenyl phosphate
(DEDNPP). These molecules are capable of turning a previously colorless solution into
a colored one, either through their reaction products with OPs (in the case of
derivatizing agents) or through their own hydrolysis products generated by the
nucleophilic attack of OPs (in the case of the two molecules employed for the indirect
detection of glyphosate). Acephate was evaluated against 4-NBZ, DNCB, and DNFB,
and the hydrolysis study of these molecules showed that such reactions contribute
little, under the conditions tested, to the derivatization reactions of interest. DNFB
demonstrated potential for acephate detection, leading to the formation of an
absorption band at ~340 nm in approximately 3 hours, which confirms the generation
of a stable colored product across the entire pH range investigated. Glyphosate was
also evaluated against 4-NBZ and DNCB, as well as APNF and DEDNPP. The
derivatizing agents 4-NBZ and DNCB led to the formation of a derivatized glyphosate
product, with the best results obtained using DNCB. An optimal reaction condition was
established at pH 10.5 and room temperature, and under these conditions, DNCB was
capable of detecting glyphosate in commercial samples without any prior treatment,
representing a significant advantage over other methods. This demonstrates that the
proposed method is not affected by the interferents present in the commercial
formulation. In addition, the indirect detection of glyphosate was investigated through
its reaction with APNF and DEDNPP, based on the formation of colored phenolic
products generated by the hydrolysis of these molecules, a process accelerated by
glyphosate. From the results obtained in the 33 reactions performed, it is possible to
conclude that we successfully established different and promising strategies for the
detection of glyphosate and acephate: methods employing derivatizing agents as well
as indirect approaches. This is highly significant, as colorimetric detection methods are
simple, rapid, and accessible, and, most importantly, can be applied in field conditions,
offering a promising alternative to conventional techniques. Furthermore, this study
contributes to a better understanding of the reactivity of these molecules, which is
essential for proposing both detection and neutralization pathways.

Keywords: glyphosate, acephate, derivatizing, pesticides, organophosphate.
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1 INTRODUGAO

1.1 AGROTOXICOS: BREVE CENARIO SOBRE USO, OCORRENCIA E
TOXICIDADE

O desenvolvimento do modelo agricola no Brasil € baseado na produgéo de
commodities que sao ofertadas ao mercado mundial, no qual o Brasil ocupa posig¢ao
de destaque. O pais € um grande produtor e exportador de produtos de origem
agricola, entre eles: aglcar, milho e soja’. Além disso, é também um grande
produtor e exportador mundial de etanol, um agrocombustivel (ndo commodity)
produzido principalmente a partir da cana-de agticar.? A producao total do etanol
brasileiro, que inclui tanto o derivado da cana-de-agucar quanto o do milho, devera
atingir 36,08 bilhdes de litros nessa safra 2024/25, representando um crescimento
de 1,3% em comparagdo a safra anterior.® Ainda, de acordo com a Companhia
Nacional de Abastecimento (Conab), produtoras e produtores brasileiros devem
colher cerca de 325,7 milhdes de toneladas de grédos na safra 2024/25, o que
representa um crescimento de 9,4% em relacéo a temporada anterior e se deve,
em parte, ao aumento de 2,1% na area cultivada, estimada em 81,6 milhdes de
hectares.* E inegavel a expansado das areas de cultivo dessas culturas, o que se
deu em grande parte com a ampla utilizagcdo de agrotéxicos, visto que somente
soja, milho e cana-de-agucar consomem cerca de 76% de todo agrotoxico utilizado
no pais. O Brasil ocupa a primeira posi¢ao no consumo anual de agrotoxicos, tendo
consumido no ano de 2021 cerca de 720 mil toneladas, superando em 1,57 vezes
o consumo dos Estados Unidos, que registrou 457 mil toneladas no mesmo ano.®

O uso dessas substancias, que hoje sao largamente consumidas no Brasil,
tiveram inicio do incentivo ao seu uso na década de 1960 com a proposta de
desenvolver a agricultura brasileira buscando ampliar a produtividade e solucionar
a questdo da fome.® Claramente essa questdo nio esta solucionada, ao contrario,
ainda é bastante desafiadora. Segundo dados e projecao da Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO), baseada em uma estimativa da
Organizagao das Nagdes Unidas (ONU), a populagdo mundial atingira em 2050 o
numero de 9,73 bilhdes de pessoas. Assim, para que seja possivel suprir a
demanda, a agricultura precisara produzir quantidade 50% maior de alimentos,
racdes e biocombustiveis.” Os agrotdxicos serdo ferramenta importante para que

se atinja essa alta produgao, entretanto, a aplicagdo dessas substancias também é
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acompanhada de sérios danos ao meio ambiente e, por consequéncia, a saude da
populacao.

Agrotéxicos, além de serem amplamente utilizados para fins agricolas,
também tem importante fungdo na saude publica, onde sdo aplicados em
jardinagem doméstica, controle de doengas transmitidas por vetores como a
malaria, por exemplo, e, ainda, no tratamento de animais domésticos contra pulgas
e carrapatos.® O Brasil esta entre os maiores consumidores mundiais dessas
substancias, e, desde o ano 2016, tém batido recordes na liberagdo de novos
pesticidas®, sendo que somente em 2024 foram liberados 663 agrotoxicos.'® A
liberacdo dessas substancias depende: do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), que avalia a eficacia dessas substancias; também do
Ministério da Saude, que atua através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), avaliando a toxicidade e riscos a saude que essas moléculas podem
causar; e, ainda, do Ministério do Meio Ambiente, representado pelo IBAMA,
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis, que estuda
0s possiveis impactos que esses pesticidas podem causar ao meio ambiente.
Apesar das tentativas em aprovar um pacote de leis flexibilizando ainda mais a
liberagao dos agrotoxicos, em 27/12/2023, foi aprovada com vetos pelo Presidente
da Republica, a Lei n°14.785, que mantém a ANVISA e o IBAMA como érgéaos
responsaveis pela reanalise dos riscos a saude e ao meio ambiente. Além disso,
essa lei também determinou que a autorizagdo de novos ingredientes ativos s6
podera ocorrer mediante consulta prévia a esses 6rgaos e ao final das analises de
riscos.'” Apesar disso, o ritmo de liberagédo de agrotoxicos em 2024 ainda foi muito
alto, e o uso intensificado dessas substancias pode acarretar danos sérios a saude
humana, ao meio ambiente e a biodiversidade.

E nesse contexto de promover maior seguranca alimentar que a ANVISA
elabora um estudo acerca da presenca (residuos) dos agrotdxicos em alimentos, o
PARA (Programa de Analise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos), que, apés
suas analises e avaliagao de riscos dispde de uma série de recomendagdes aos
produtores e consumidores. De acordo com o ultimo relatério do PARA referente
ao periodo de 2023-2025, foram analisadas 3.294 amostras de 14 alimentos
diferentes. Dessas amostras, 26,1% (859) foram consideradas insatisfatérias.'? Os
agrotoxicos da classe dos organofosforados (OF’s) foram identificados em 875 das

3.294 amostras analisadas, e estdo entre as classes de pesticidas mais
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detectados'?, o que ja foi observado em relatérios de ciclos anteriores, como o
relatério do ciclo 2017-2018 e, também, 2018-2019 e 2022."3'4 Esses dados podem
ser observados na Figura 1, que reune dados de detec¢cao de OF’s ao longo dos

13 ultimos anos.216

FIGURA 1- DETECGAO DE AGROTOXICOS ORGANOFOSFORADOS EM RELAGAO AO
TOTAL DE AMOSTRAS ANALISADAS PELA ANVISA, NO PERIODO DE 2012-2025.
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Fonte: Adaptado de ANVISA (RELATORIO PARA (2012,2013-2015,2017-2018,2018-2019,
2022 E 2023-2025).

Dentre esses pesticidas da classe dos organofosforados estdo o acefato e o
glifosato, um inseticida e um herbicida, respectivamente. Das 3.294 amostras
analisadas no ciclo atual, o acefato foi identificado regularmente em 0,8% (26) das
amostras analisadas e detectado de forma irregular em 4,9% (160) do total de
amostras. Esse resultado o posiciona entre os 13 agrotdxicos mais frequentemente
encontrados em situagdo de irregularidade.'? Ja o glifosato foi avaliado pela
primeira vez no PARA (ciclo 2017-2018), o que se deve a dificuldade em encontrar
técnicas simples de analise desse organofosforado. A técnica comumente utilizada
pela ANVISA é o método multirresiduo (MRM, do inglés Multiresidue Methods), que
consegue analisar simultaneamente diferentes ingredientes ativos e seus
metabdlitos em uma mesma amostra, porém o glifosato € uma das moléculas para
as quais essa técnica nao se aplica, sendo necessario o uso de uma metodologia

single para a sua analise. Dessa forma, somente mais recentemente o glifosato tem
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sido avaliado no relatorio PARA. No ciclo de 2017-2018 foram encontrados
residuos da sua aplicagédo nas trés culturas nas quais foi avaliado: manga, arroz e
uva. No relatério PARA referente ao ciclo 2018-2019 esse herbicida foi avaliado
para soja, trigo e milho, num total de 638 amostras, sendo detectados seus residuos
em 30 delas.” No relatorio de 2022, seus residuos foram pesquisados em um
numero maior de produtos, incluindo amendoim, batata, café, feijao, mandioca e
trigo. Nesse estudo, de um total de 866 amostras, em 47 o glifosato foi detectado,
e em 10 dessas amostras seu limite maximo residual foi superior ao permitido pela
legislagao'. No relatorio referente ao ciclo de avaliagdo mais recente, 2023/25, a
quantidade de alimentos analisados para detectar o glifosato foi ampliada para
1.938 amostras, incluindo arroz, abacaxi, beterraba, cenoura, goiaba, laranja,
manga, trigo e uva. O glifosato foi detectado em 37 dessas amostras, sendo duas
delas nao conformes por estar em concentragao residual superior a permitida por
lei."?

Sabe-se que o glifosato é o herbicida mais utilizado no mundo e um
recordista em vendas, 253 mil toneladas comercializadas no Brasil em 2023,
representando cerca de 48% do total de vendas, superando todos os demais. A
Figura 2 mostra o ranking dos dez ingredientes ativos mais vendidos, dentre eles
também o acefato, que ocupa a quarta posi¢ao, com cerca de 50 mil toneladas (9%)

negociadas no mesmo ano."°

FIGURA 2- OS DEZ INGREDIENTES ATIVOS MAIS VENDIDOS NO BRASIL EM 2023.
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Fonte: Adaptado de MAPA (2024).10
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Tanto acefato como glifosato ja tiveram seu uso reavaliado pela ANVISA, o
glifosato em 20203 e o acefato em 2013"6. Visando reduzir a dispersdo dessas
substancias através da pulverizagao, seu uso teve algumas restri¢gdes relativas as
formas de aplicagdo, mas ambos foram mantidos, apesar de suas caracteristicas
de carcinogenicidade (relacionados a casos de cancer do tipo Linfoma ndo Hodgkin
e leucemias).’” Além disso, em relagdo ao glifosato, se observam altos indices de
mortalidade infantil em regiées onde as culturas tém aplicagdo desse pesticida e de
sua capacidade de atuar como um desregulador enddécrino. Essas substancias séo,
portanto, motivo de grande preocupacao, pois também sao altamente persistentes
no ambiente, e os desdobramentos acerca de seu uso irrestrito podem levar a
sérios danos ao ecossistema e a saude humana. O ser humano pode absorver
pesticidas através de inalagao, ingestdo e absorgao dérmica'. Apos a aplicagéo
desses pesticidas todo o ambiente pode ser contaminado, uma vez que a agao e a
permanéncia dessas substancias nao se restringem ao local onde foram utilizados,
pois, devido a volatilizagéo e lixiviagdo, podem causar danos ao ar, solos e aguas,
levando a uma rede de contaminacdo que ao final atinge o ser humano e o
ecossistema como um todo (Figura 3)81819 O glifosato, por exemplo, pode afetar
o solo e as plantas de diferentes formas, diretas e indiretas. Sua ag¢ao sobre as
bactérias e os fungos presentes no solo pode ocorrer por longos periodos apos sua
aplicagao, cerca de até 11 meses, e pode levar a alteragdes na composigao de
nutrientes nesse solo. Dessa forma a penetracdo de agua apds as chuvas fortes
fica dificultada, favorecendo a contaminagao dos corpos d’agua por glifosato. Nas
plantas, o glifosato altera as fungbes metabdlicas, impactando os mecanismos de
regulagdo e defesa contra as doengas, facilitando sua ocorréncia.® Ja o acefato,
devido a sua caracteristica de hidrofilicidade e baixa adsorcao, resulta em uma

elevada mobilidade em solos e facilidade em atingir recursos hidricos.?°
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FIGURA 3- REDE DE CONTAMINAGAO E BIOACUMULAGAO DOS PESTICIDAS.
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Fonte: Adaptado de Chawla, et al.'®

A contaminagao dos corpos hidricos e da agua da rede de abastecimento é
um assunto importante quando se fala em pesticidas. O Brasil possui as maiores
reservas hidricas de agua doce, a maior floresta umida e as maiores areas
continentais alagadas do planeta, mas é também um dos maiores consumidores de
agrotéxicos do mundo e esta entre os maiores produtores agricolas. Se olharmos
dessa forma, a questao da contaminagao das aguas brasileiras pode ser vista como
uma ameaga em escala global, com possivel comprometimento da biodiversidade.®
Além das reservas hidricas, as aguas da rede abastecimento também tem sido
motivo de preocupacgao. Estudos ja mostraram que em alguns estados, como
Parana, Santa Catarina, Sao Paulo, dentre outros, foram encontrados todos os 27

by

agrotoxicos testados na agua potavel distribuida a populagdo.?® O Programa
Nacional de Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo Humano (Vigiagua)
analisou dados coletados de 2018-2021, e constatou que do total de 41.780
amostras que foram analisadas, menos de 10% apresentaram quantidades de

agrotéxicos acima do permitido por lei. Mais recentemente, em outubro de 2024,
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foram divulgados dados de analise de agrotdxicos em agua e solo, obtidos através
do Projeto Piloto de Monitoramento Ambiental de Agrotdxicos em Agua e Solo,
realizado pelo IBAMA. A Figura 4 apresenta esses dados de deteccdo de
ingredientes ativos em amostras de solo que foram coletados em areas de
diferentes cultivos e, também, em areas de mata nativa préximas as areas
agricolas. As amostras de aguas superficiais foram coletadas em corregos,
riachos, rios e represas, além de agua da chuva. Foram 498 amostras analisadas
para 300 substancias diferentes, e, em 26,51% dos casos foi detectada a presenca
de pesticidas, dentre eles o glifosato em 120 dessas amostras de agua e uma

amostra de solo.??

FIGURA 4- INGREDIENTES ATIVOS DETECTADOS EM AMOSTRAS DE SOLO E AGUA NO
BRASIL NO PERIODO DE 2019-2021.
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Além desses agrotdxicos que estavam presentes em niveis detectaveis,

outros pesticidas presentes em niveis nao quantificaveis também foram detectados,
0 que pode evidenciar que as técnicas utilizadas ndo sdo as mais adequadas em
relacado aos limites de quantificacdo. Além disso, o Brasil apresenta uma legislagao
branda com relagao a esses limites, na qual a quantidade permitida de glifosato,
por exemplo, em agua potavel &€ 5000 vezes maior em relagdo ao limite
estabelecido na Unido Européia (0,1 ug/L). Ainda, a legislacdo brasileira n&o

considera o somatorio dos residuos dos ingredientes ativos presentes em uma
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Unica amostra.® Assim, o fato de ndo serem quantificaveis, ndo significa que nao
apresentem riscos, pois podem nao estar sendo corretamente quantificados, e,
mesmo em concentragdes menores, quando misturados os efeitos toxicos dessas
substancias podem ser potencializados.

Ha que se ressaltar que nos mesmos estados e regides em que foram
encontrados esses agrotoxicos nas aguas de abastecimento, também se
encontram os maiores numeros de casos de intoxicagdo por uso dessas
substancias.?! As pessoas podem estar expostas a essas substancias de modo
intencional, ocupacional e acidental, sendo a primeira uma das principais formas
de tentativas de suicidio e abortos, perdendo apenas para o uso de medicamentos
e produtos domissanitarios, ou seja, a 2° classe de produtos quimicos mais
relevantes nesse campo.® O uso de agrotoxicos em tentativas de suicidio pode ser
justificado pela facilidade de aquisicdo e acesso a essas substancias, como o
glifosato, por exemplo. De acordo com o Atlas dos Agrotoxicos 2023, no Brasil, o
numero de casos de intoxicagao por agrotoxicos aumentou 97% no periodo entre
2010 e 2019. A nivel mundial os numeros sédo alarmantes e s&o notificados cerca
de 385 milhdes de casos de intoxicagdo aguda néao intencionais a cada ano, dos
quais 11.000 sao casos fatais. A Figura 5, compila dados de estudos cientificos no
mundo todo e apresenta um panorama geral dos numeros de casos em diferentes
regides do mundo. Nessa Figura pode-se observar que desse total de pessoas
intoxicadas, aproximadamente 95% vivem em paises do sul global, o que é
justificado pelas regulamentagdes ambientais, de saude e seguranga mais brandas.
Ainda, é estimado que cerca de 15 pessoas sao intoxicadas por dia no Brasil,
contabilizando um total de 5687 casos em um ano, onde cerca de 15% desses
casos sdo criangas e adolescentes de 0-19 anos.® Salientando que, apesar de alto
0 numero de casos de intoxicagdo no pais, a realidade é ainda pior quando se
analisa que para cada caso de intoxicagao registrado, ha pelo menos outros 50
casos nao notificados, um grave problema de saude publica. 82" Os riscos a saude
sao diversos, e dependem nao s6 da toxicidade do ingrediente ativo utilizado, mas
também da quantidade da substancia que a pessoa ficou exposta e do tempo que
durou esse contato. Os efeitos vao desde dores de cabeca, diarréia, irritagdo na
pele, tosse, mas também doencas crénicas como diabetes, obesidade, diferentes
tipos de cancer, defeitos congénitos, doencgas reprodutivas, desregulagao

enddcrina, mal de Parkinson, entre outros.8
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FIGURA 5- DISTRIBUIGAO GLOBAL DE INTOXICAGAO POR AGROTOXICOS POR ANO,
ESTUDO DE 2020.
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Fonte: Adaptado de Atlas dos Agrotoxicos (2023).°

Além de tudo que foi exposto acerca da quantidade de uso desses pesticidas
no Brasil e no mundo, das detecgbes em alimentos, agua e solos e dos casos de
intoxicagdo, é preciso lembrar que ndo s&o utilizados somente agrotoxicos
liberados no pais. De acordo com dados fornecidos pela Policia Federal, obtidos
através de um levantamento realizado entre 2012-2022, tem aumentado a oferta
de produtos ndo registrados nacionalmente. Em 538 agdes de fiscalizagado foram
apreendidas 46.212,8 kg e 65.789,3 L de agroquimicos que entraram de forma
ilegal no pais.?® Esses produtos podem ser contrabandeados (trazidos de outros
paises para o Brasil, sem autorizag&do das autoridades e sem registro para seu uso
no pais), e podem ser falsificados (produzidos a partir de produtos regularmente
registrados no Brasil, mas ndo apresentam a concentragao correta do ingrediente

ativo registrado). De acordo com o MAPA, esses pesticidas ilegais devem
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representar cerca de 20-25% do mercado de agrotéxicos no pais.?* E importante
ressaltar que essas substancias representam ainda mais riscos aos consumidores
e também aos trabalhadores expostos a essas substancias, pois nao oferecem
qualquer garantia de seguranga aos trabalhadores e ao meio ambiente. Frente ao
exposto, é clara a necessidade de se compreender como agem essas substancias
apods sua aplicacdo, como se comportam no ambiente e de quais formas poderia
ser possivel minimizar suas consequéncias. E importante lembrar que essas
substancias sao persistentes no ambiente e de dificil degradagao devido a algumas
de suas caracteristicas quimicas, que precisam ser estudadas e entendidas. Assim,
conhecer melhor essa relagdo entre a estrutura quimica dos agrotoxicos e quais
efeitos ela tem sobre a reatividade de cada molécula é de suma importancia quando

se busca a deteccgao, detoxificagdo e monitoramento dessas substancias.

1.2 A QUIMICA DOS AGROTOXICOS: CLASSE DOS OF’s

Desde a descoberta do dietil-difenil-tricloroetano (DDT) por Paul Muller em
1939, um pesticida organoclorado com alto poder toxico e que foi largamente
utilizado no combate de pragas e vetores de doengas durante as grandes guerras
mundiais, muitas mudancas ocorreram em relacdo as estruturas quimicas dos
pesticidas.® Quando em 1962 Rachel Carson publica seu livro “Primavera
Silenciosa”, no qual levanta o alarme em relagdo ao uso do DDT e a possivel
extincdo das populagdes de passaros devido ao uso dessa substancia, ocorre o
banimento desse pesticida e o surgimento de novas classes de compostos, entre
eles os organofosforados, carbamatos, piretroides, neonicotinoides, e outras.825
Vale ressaltar que mesmo essas outras classes de compostos também tém sido
responsaveis pelo declinio das populacbes de aves, conforme constatado em
estudos recentes nos Estados Unidos da América, em que se observou que essa
taxa de declinio chega a 3% ao ano.® O uso de OF’s na agricultura ¢ intenso e se
justifica pelo amplo espectro em que agem essas substancias, e, ainda, por seu
custo relativamente baixo.'9?6 Essas substancias possuem uma estrutura quimica
bastante semelhante a de algumas armas de guerra quimica, como o Sarin e os
compostos da série VX, sendo essas também pertencentes a ampla classe de
compostos OF’s, o que evidencia a necessidade de detecgdao, monitoramento

eficaz e detoxificacdo para esses compostos. Alguns exemplos dessas estruturas
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podem ser observados na Figura 6, na qual, em vermelho estao representadas as

estruturas do Sarin e do VX, e, na cor preta, alguns exemplos de pesticidas OF’s.

FIGURA 6- REPRESENTAGAO DAS ESTRUTURAS QUIMICAS DOS AGENTES DE GUERRA
SARIN E VX (EM VERMELHO) E COMPOSTOS OF'’s UTILIZADOS COMO PESTICIDAS (EM

PRETO).
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Fonte: O Autor (2025).

O mecanismo de agdo da maioria desses agentes neurotoxicos (pesticidas
OF’s e armas quimicas) se da pela inibicdo irreversivel da acetilcolinesterase
(AChE), a enzima responsavel por catalisar a reacao de hidrolise da acetilcolina
(ACh), que é um neurotransmissor do sistema nervoso central. Essa inibicdo ocorre
por uma ligagdo covalente entre o sitio ativo da enzima e o organofosforado,
fosforilando de forma n&o reversivel a enzima e causando seu envelhecimento.
Com o envelhecimento da enzima ha acumulo da ACh e as sinapses sao
interrompidas, ocasionando a sindrome colinérgica e podendo levar & morte.?’28

O grupo de compostos OF’s inclui todas as moléculas organicas que contém
o atomo de fosforo, ndo somente a ligagdo carbofosforo (P-C), mas, também, as
ligagdes P-O, P-N ou P-S. A fim de facilitar a nomenclatura dessas moléculas, os
OF’s form divididos em dois grandes grupos, de acordo com o numero de ligagbes
desses atomos de fésforo, podendo ser trivalentes ou pentavalentes, com numeros
de oxidagao de -3, como na fosfina (PRs), a +5, como nos fosfatos P(O)(OR)s. OF’s
pentavalentes sao relativamente pouco reativos em relacao aos OF’s trivalentes, e,
ainda, apresentam um grupo fosforil (P=0) ou tiofosforil (P=S) e geometria
tetraédrica.?® Quando essas moléculas apresentam o grupo P=S, sdo denominadas
organotiofosforados (OTF’s). Essas moléculas onde o fésforo faz cinco ligagdes
com outros atomos ou grupos quimicos sao derivadas do acido fosférico e do acido
fosfonico®® e exemplos de suas estruturas quimicas e respectivas nomenclaturas

podem ser observadas na Figura 7.
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FIGURA 7- REPRESENTAGCAO DAS ESTRUTURAS QUIMICAS DE MOLECULAS OF'’s E SEUS
RESPECTIVOS NOMES DE ACORDO COM O GRUPO SUBSTITUINTE.
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Fonte: Adaptado de Ung (2023) e Gupta (2006).2%:30

A maioria das substancias utilizadas como agrotoxicos e que pertencem a
classe dos OF’s fazem parte do grupo dos ésteres de fosfato. Essas moléculas séo
derivadas do acido fosforico e possuem um atomo de fésforo duplamente ligado a
um atomo de oxigénio ou enxofre, formando um grupo fosforila ou tiofosforila,
respectivamente (Figura 8). Ressaltando que os triésteres ndo ocorrem de forma
natural, enquanto mono e diésteres tém papel fundamental em diversas
transformacdes bioquimicas.3! Essa ligagdo dupla do atomo de oxigénio com o
atomo de fosforo € considerada nao reativa, devido a alta energia necessaria para
sua dissociagao, sendo, inclusive, forca motriz para a reagdao de Wittig, por
exemplo, onde ha a formacado desse tipo de ligagdo.2° E importante ressaltar que
as ligagdes P-O também sao altamente estaveis, de dificil clivagem, o que acarreta

longos tempos de degradacédo desses compostos.
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FIGURA 8- REPRESENTAGCAO DAS ESTRUTURAS QUIMICAS DE ESTERES DE FOSFATO
(MONO-, DI- OU TRIESTERES).
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Fonte: O Autor (2025).

Vale lembrar que essa estabilidade é bastante desejavel quando se trata de
armas quimicas ou pesticidas, pois confere a essas substancias alta persisténcia
no ambiente e resisténcia a modificagdes quimicas que possam alterar suas
propriedades.3?3* Por esse motivo os processos de detoxificagdo (neutralizagao)
dessas moléculas sao necessarios, pois através da neutralizagdo pode-se obter
produtos menos toéxicos em relagcdo aos reagentes de partida (Figura 9). A
compreensao dessas reagdes, bem como seus subprodutos também é relevante,
visto que muitas vezes as reacdes de derivatizagcdo e/ou colorimétricas sao
fundamentais para a detec¢cdo de OF’s. Diferentes possibilidades tem sido
reportadas para se obter essa neutralizagdo, via mecanismos de hidrdlise e de

reagOes de substituicdo nucleofilica, por exemplo.35:36

FIGURA 9- ESTRATEGIAS POSSIVEIS PARA A DETOXIFICAGAO DE OF's
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Fonte: Adaptado de Ferreira (2019).36

A hidrolise dos triésteres de fosfato, de forma geral, passa pela quebra da
ligacao P-O, levando, na maioria das vezes, a produtos menos toxicos. Assim, é

fundamental que se conhegam os possiveis produtos obtidos, pois em meios
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aquosos a hidrolise pode ser competitiva a outras reacdes, impedindo a correta e
eficiente detecgéo e detoxificagcdo dessas substancias. O mecanismo de hidrolise
dessas moléculas, que é bastante lenta, pode se dar, em meio alcalino, pelo ataque
do hidroxido ao atomo de fésforo, deslocando o alcool ou alcoxido. Ja em valores
de pH mais baixo, o grupo abandonador fosfato ndo apresenta carga (o grupo de
saida é o acido fosforico neutro) e ocorre preferencialmente a quebra da ligagéo C-
0.313337.38 A hidrdlise dos triésteres ocorre a uma velocidade maior em
comparagao com os ésteres mono- e dissubstituidos. Esse comportamento pode
ser explicado pela auséncia de oxigénio aniénico na estrutura dos triésteres, o que
reduz a repulsao eletrostatica entre o nucledfilo e o substrato. Como consequéncia,
a interacao entre essas espécies € facilitada, tornando o processo de hidrolise mais
eficiente.3738

Outra estratégia para a detoxificacdo de OF’s se baseia na neutralizagao
nucleofilica, que consiste na substituicdo de um dos grupos ligados ao atomo de
fésforo por um nucledfilo, levando também a formagao do diéster menos toxico em
relacdo ao triéster de partida, muitas vezes regenerando o nucledfilo. Diferentes
reagcdes de neutralizagdo nucleofilica promissoras tém sido relatadas e utilizam
nucledfilos como aminas, tidis, alfa nucledfilos, imidazol (IMZ) e seus derivados.
Entretanto, uma dificuldade nesses processos de detoxificacdo via reacbes com
nucledfilos, € que variagdes na estrutura do nucledfilo e também do OF influenciam
na reatividade dessas moléculas e ocasionam mudancas mecanisticas podendo
dar origem a diferentes produtos, nem sempre menos toxicos do que os materiais
de partida.?® Por exemplo, a alta versatilidade catalitica do IMZ atuando como
nucledfilo fica evidente em reagdes frente a diferentes compostos OF’s e OTF’s nas
quais se pode constatar os diferentes caminhos pelos quais essas reagdes podem
ocorrer. Ora o ataque do IMZ ocorre exclusivamente no atomo de fosforo,3® no caso
de OF’s, ora o caminho preferencial € o ataque via Sn2 ao carbono alifatico, levando
ao IMZ metilado*?, quando frente a OTF’s. Ainda, outra mudancga ocorre quando o
IMZ reage com o OTF etilparation (EPT, que contém o grupo P=S). Nesse caso, os
grupos etila levam a ocorréncia de ataques concomitantes ao atomo de fosforo e
ao carbono alifatico, conforme representado na Figura 10. O que pode ser
justificado pelo efeito estérico do grupo metil ligado ao carbono que sofre o ataque
do IMZ, e também, pela diminuicdo da eletrofilicidade desse carbono alifatico,

causada pelo efeito indutivo doador de elétrons do grupo metila ligado a esse
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carbono.*! Essa diminuigdo na eletrofilicidade faz com que esse carbono alifatico e
o fésforo tenham um carater eletrofilico mais proximo em intensidade, e, assim, a
reacao nucleofilica via fésforo ocorre competitivamente. Ainda, frente ao dietil-2,4-
dinitrofenilfosfato (DEDNPP), que possui o grupo P=0O (Figura 10), o ataque
também é exclusivo no atomo de fésforo, formando o diéster menos toxico,

regenerando o catalisador nucleofilico.

FIGURA 10- CAMINHOS PREFERENCIAIS DO IMZ FRENTE A DIFERENTES OF’s E OTF’s.
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Fonte: O Autor (2025).

Outra questao importante referente a quimica dos compostos OF’s € o “thio
effect’” (efeito tio, causado pela troca do atomo de oxigénio pelo de enxofre,
representado na Figura 11), que leva a uma alteracdo na velocidade da reacéo.
Isso explica a maior reatividade de OF’s contendo o grupo P=0O em relagdo aos
OF’s que contém o grupo P=S.4042 Uma das explicagbes para essa diferenca se
baseia nas eletronegatividades relativas a esses atomos, de 2,1, 2,5 e 3,5 para o
fésforo, enxofre e oxigénio, respectivamente. Dessa forma, a diferenga nos valores
de eletronegatividade entre as ligagdes P=O e P=S resulta em uma maior
polarizagdo da ligagao entre fésforo e oxigénio, tornando-o mais eletrofilico em
comparagéo ao atomo de fosforo na ligagdo com o enxofre.*® Além disso, o efeito
tio também pode afetar os mecanismos pelos quais esses compostos reagem. De
forma geral, para ésteres contendo P=0 e P=S, em meios acidos o grupo de saida
é, respectivamente, o acido fosférico e o acido tiofosforico. 3233 Mas, frente a um
nucledfilo, como o IMZ, por exemplo, esse comportamento ndo se mantém, e OTF’s
como o MPT (Figura 11) podem sofrer também o ataque no carbono alifatico,
exclusivo ou concomitante ao ataque ao fésforo.*® Outro exemplo de mudancga

decorrente do efeito tio ocorre com o pesticida Diazinon, que, em meio acido, tanto
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o Diazinon como seu analogo P=0O, o Diazoxon, sofrem ataque via atomo de
fésforo, ndo apresentando mudangas mecanisticas, mas, sim, sofrendo
modificagao na sua velocidade, diminuindo sua reatividade (ko/ks) para o composto
P=S em aproximadamente 31 vezes (Figura 11).

Em resumo, pode haver mudancgas de velocidade, onde os compostos P=S
sao menos reativos, mas também pode haver mudangas mecanisticas levando a

obtencao de diferentes produtos.

FIGURA 11- EFEITO TIO EM REACOES COM OP's.
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Fonte: O Autor (2025).

Outro estudo bastante interessante que avalia o efeito tio na reacdo de
hidrélise alcalina de OF’s, propds uma nova relagao do tipo Brgnsted para a
hidrdlise alcalina (um dos caminhos para a neutralizacdo) de uma série de triésteres
de fosfato (P=0) e tiofosfato (P=S). O estudo correlacionou os proprios dados
experimentais com um conjunto de dados obtidos da literatura (mais de 50 dados
compilados), obtendo uma equacao bilinear, que considera os efeitos dos grupos
abandonadores (diretamente envolvidos na clivagem da ligacao P-O) e dos grupos
nao abandonadores, ou grupos espectadores (permanecem ligados ao atomo de

fosforo)*3, representados na Figura 12.
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FIGURA 12- ESQUEMA DA REACAO DE NEUTRALIZACAO E A POSICAO DE GRUPOS
ABANDONADORES E GRUPOS ESPECTADORS NA ESTRUTURA QUIMICA DE OF's.
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Fonte: Adaptado de Silva e Orth (2023).43

Essa diferenga nas reatividades de organofosfatos (P=0) e
organo(tio)fosfatos (P=S), decorrente do efeito tio, que envolve a magnitude da
influéncia de grupos abandonadores e espectadores, pode ser observada na
Figura 13, onde em (A) esta o plot de Bronsted bilinear para os compostos P=0 e
em (B) o plot de Bronsted bilinear para os compostos P=S. Foi observado que o
grupo abandonador contribui mais para a reatividade dos organofosfatos (P=0),
enquanto o0s grupos espectadores afetam mais a reatividade dos
organo(tio)fosfatos (P=S). E, ainda, esse estudo também evidenciou que triésteres
de tiofosfato sdo menos reativos em comparacdo aos respectivos ésteres de

fosfato.43

FIGURA 13- PLOT DE BRONSTED BILINEAR PARA COMPOSTOS (A) P=0O E (B) P=S.
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Fonte: Adaptado de Silva e Orth (2023).43

Sao diversas as particularidades em relagao as caracteristicas decorrentes
da estrutura quimica dos OF’s, e, como observado anteriormente (exposto na
Figura 7), sdo bastante variadas as possibilidades de atomos/grupos substituintes
nessas moléculas OF’s. Nesse trabalho nosso foco foi o estudo com dois

organofosforados: acefato, que pertence a classe dos fosforoamidotioatos e o
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glifosato, pertencente a classe dos fosfonatos. Essas moléculas sao analogas aos
fosfatos, especialmente os fosfonatos, que possuem um grupo CHz2 substituindo um
oxigénio na molécula. Apesar dessa substituicdo, a estrutura global da molécula
permanece praticamente inalterada, pois os dois grupos ocupam espagos
semelhantes no ambiente molecular (sdo isostéricos).?® Assim, é particularmente
importante esclarecer brevemente um pouco sobre a reatividade quimica e as
singularidades desses dois OF’s, a fim de facilitar a compreensao dos resultados

obtidos nesse trabalho.

1.2.1 ACEFATO

O acefato pesticida foi introduzido pela Chevron Quimica em 1971, e
somente em 1973 foi registrado na Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (US EPA).204445 O acefato (O,S-dimetil-acetil-fosforoamidotioato) se
apresenta como um solido branco, com odor caracteristico e formula quimica
C4H10NOsPS. Ainda, apresenta uma solubilidade de 790 g/L em agua a 20 °C, além
de ser soluvel também em etanol e acetona, e esta registrado (CAS Registry N°
30560-19-1) sob o nome comercial Orthene®. Trata-se de um agroquimico da
classe dos inseticidas da familia dos OF’s, e, de forma geral, esses inseticidas OF’s
sdo da classe dos fosforotioatos (possuem um atomo de enxofre ligado ao fosforo,
P=S no lugar de P=0 ou P-S). %°

O acefato apresenta em sua estrutura quimica grupos -CHs ligados a
oxigénio e enxofre (que podem ser observados na Figura 8),e, de acordo com
Metcalf e Horowitz*®, a presenca desses grupos, assim como grupos etil ou amino,
sao bastante desejaveis para o design de um inseticida, pois equilibram sua
solubilidade. Pois sem a presencga desses grupos, o grupo hidroxila ou tiol livre
estaria ionizado em condigdes fisioldgicas, o que impediria uma boa
biodisponibilidade do inseticida, pois moléculas carregadas atravessam com mais
dificuldade membranas biolégicas. Além disso, esses substituintes também séao
determinantes na velocidade na qual o residuo de serina da acetilcolinesterase
fosforilada retorna ao seu estado ativo: indo de horas para ésteres metilicos a dias
com ésteres etilicos. A explicagao se da em razao do alvo do acefato, AChE, que
fica inativada por fosforilagdo de um residuo de serina. Esses substituintes (metil

ou etil) determinam quanto tempo a enzima permanece inativada, pois ésteres
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metilicos sdo mais faceis de serem removidos, assim a enzima pode se reativar em
horas. Enquanto ésteres etilicos sdo mais estaveis, e nesse caso a reativagao leva
dias.® Inseticidas OF’'s s&o absorvidos pelas raizes e transportados
sistemicamente para as folhas e caule das plantas, onde se acumulam, em seguida
os insetos absorvem o inseticida e conseguem rapidamente metabolizar o acefato
a metamidofos.** Assim, a eletrofilicidade do fosforo também é fundamental para a
bioatividade, e como o fésforo nos compostos P=S e P-S é menos eletrofilico em
relacdo a compostos P=0, esses tidis sdo menos reativos em relagdo a
acetilcolinesterase. Assim, sdo necessarias varias horas para a oxidase in vivo
converter tidis em compostos 6xons P=0O ativos. Esse atraso permite menor
toxicidade em mamiferos, pois parte do inseticida pode ser eliminada durante esse
processo, enquanto ainda € ativo contra insetos de metabolizagdo mais rapida.*®

A toxicidade do acefato é atribuida a bioativagdo por meio da conversao
metabolica em metamidofos, que é mais tdxico do que o proprio acefato.**4” Essa
conversao ocorre rapidamente em solos e meios aquaticos. Os valores de
referéncia para a toxicidade do acefato em mamiferos € de 900 mg/Kg, considerada
toxicidade moderada, enquanto para o metamidofés esses valores de referéncia
sdo de 13 mg/Kg?°, evidenciando sua alta toxicidade, de forma que se torna
importante encontrar métodos de detecgéo e detoxificacdo para ambos.*® Tanto o
acefato como o metamidofos apresentam um atomo de fosforo estereogénico e no
caso do acefato a quebra das ligagdes P-S, P-O, P-N e C-N sao os quatro caminhos
reacionais possiveis, conforme apresentado na Figura 14. O metamidofés (O, S-
dimetilfosforamidoditioato) € o produto da clivagem da ligagdo C—N via hidrélise em
condigdes acidas ou enzimaticas, observada em solos, plantas e nos insetos. Ja as
ligacbes P-S e P-0O, que clivam mais facilmente, levam aos produtos O-metil-N-
acetilfosforamidato (OMAPAA) e S-metil-N-acetilfosforamidotioato  (SMPT),
respectivamente. E, se a quebra ocorrer na ligagédo P—N, o produto obtido é o O,S-
dimetil-O-fosforotioato (DMPT).49
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FIGURA 14- REPRESENTAQAO, DA ESTRUTURA QUIMICA DO ACEFATO E OS PRODUTOS
RESULTANTES DAS 4 POSSIVEIS CLIVAGENS DE LIGAGOES (P-0O, P-S, P-N E C-N).
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Fonte: O Autor (2025).

A ligacao P-N do acefato é altamente estavel devido a presenga do grupo
CHsCO, que nao esta presente no metamidofés, tornando-o mais reativo quando
comparado ao acefato.?°Tal fato pode ser explicado pela possibilidade de
conjugacao entre o par de elétrons livres do nitrogénio do grupo amida do acefato
e os elétrons da ligagao 1 do grupo carbonila. Essa deslocalizagdo também confere
maior densidade de elétrons ao oxigénio em relacdo ao nitrogénio, tornando o
oxigénio o alvo do ataque eletrofilico, e ndo o nitrogénio. Da mesma forma, a ligagao
C-N é dificil de ser clivada, pois faz parte do grupo amida do acefato, que € menos
reativa em relacdo as aminas pelo mesmo motivo, a deslocalizagcdo entre os
elétrons 1 da carbonila e o par de elétrons livres do nitrogénio.>® Ao contrario, a
ligacdo P-S é considerada a mais susceptivel ao ataque dos iéns hidroxido da
agua, ou seja, a que apresenta a menor barreira energética em comparagao aos
demais caminhos possiveis, das quebras de ligacao P-O, P-N e C-N, de acordo
com estudos tedricos onde foi intensamente avaliada a reagdao de hidrélise do
acefato.5"-%?Ainda, a hidrdlise desse pesticida € mais favorecida com aumento de
temperatura, sendo mais dificil a ocorréncia da reacdo em temperatura préxima a
ambiente. Estudos apontam que a 20 °C em uma faixa de pH 4,0-6,9 menos de
20% do acefato foi hidrolisado em cerca de 20 dias, e um aumento na temperatura
nao altera de forma significativa esses resultados. Na mesma temperatura, em pH
mais elevado (8,9) também cerca de 22% do acefato sofreu hidrélise, ao passo que

a 30 °C, no mesmo pH 8,9, em 20 dias restavam somente 17,8% do acefato,
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evidenciando que a temperatura tem um papel significativo na degradagdo do
acefato. Ja estudos sobre a degradagdo do acefato frequentemente envolvem a
degradacdo no meio ambiente através da via bacteriana, observando uma maior
taxa de degradagao do acefato em solos mais alcalinos e com menor teor de ferro
e alta atividade microbiana.?°

Frente a tantos detalhes e possibilidades de caminhos reacionais fica
evidente a importadncia de se compreender mais sobre esses caminhos, tanto
quando se busca detoxificar, como quando se busca detectar essas moléculas, e
nesse campo o acefato ainda carece de estudos. Em levantamento recente acerca
de estudos que envolvem o acefato constatou-se que a maioria das pesquisas
sobre esse agroquimico, envolvem avaliar sua eficiéncia como inseticida, seguidos
por estudos que avaliam sua toxicidade e em terceiro lugar, estudos que buscam
métodos eficientes para sua detec¢do, e o Brasil esta entre os paises que
apresentaram o maior nimero de publicagdes sobre o acefato.** Além disso,
somente no ano de 2021 foram comercializadas 36 mil toneladas desse inseticida
no pais, ano em que o acefato ocupou a 6° posigédo no ranking dos mais vendidos,
lembrando que esse pesticida € liberado no Brasil, mas proibido na Unido Européia.
Além do acefato, temos interesse também na pesquisa com o glifosato, e, assim,

compreender um pouco mais sobre a quimica desse herbicida também é relevante.

1.2.2 GLIFOSATO

O ¢lifosato (N-(fosfonometil)glicina, de férmula molecular CsHsNOsP, CAS
Number:1071-83-6) € um herbicida de amplo espectro, sistémico e pds-emergente,
que esta presente em diferentes formulagdes e é o mais vendido no mundo.%35* Foi
sintetizado e comercializado na Suica em 1950, mas seu efeito herbicida foi
descoberto em 1970 por John Franz, e registrado em 1974 pela Monsanto com o
nome comercial Roundup®.%® O glifosato se apresenta como um sélido branco
cristalino, inodoro, muito soluvel em agua (12 g/L a 25 °C), e praticamente insoluvel
em solventes organicos comuns, como por exemplo, acetona e etanol. O grau de
dissociagdo do glifosato € fortemente dependente do pH, sendo que os grupos
fosfato e carboxilicos presentes em sua estrutura sdo os que possuem maior
carater acido, e, dessa forma, o ultimo hidrogénio a ionizar € o que esta ligado ao

nitrogénio.%® A Figura 15 apresenta a estrutura quimica do glifosato e a sequéncia
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de equilibrios que descreve o pH no qual ocorrem essas dissociacdes e qual
hidrogénio se dissocia, com os respectivos valores de pKa: pKa1 < 2,0, pKa2 = 2,6,
pKas = 5,6 e pKas = 10,6.5” Abaixo de pKa 2,0 (~0,8) cerca de 50% do glifosato
apresenta o nitrogénio protonado, enquanto que uma fragdo das moléculas
restantes ja comega a apresentar também a protonagdo em um dos hidrogénios do
grupo fosfato. Em pH 2,6 50% das moléculas ja apresentam essas duas
dissociagdes, e, quanto mais proximo do pH 5,6 maior a fragdo de moléculas com
trés dissociagbes. Apds esse pH 5,6 essa fragdo aumenta, até atingir o pH 10,6,
quando estarao presentes moléculas do glifosato com trés e quatro dissociacoes.
Assim, somente acima do pH ~11 o glifosato se apresentara totalmente

dissociado.%6.57

FIGURA 15- REPRESENTACAO DA ESTRUTURA QUIMICA DO GLIFOSATO E A SEQUENCIA
DE DISSOCIAGOES COM SEUS RESPECTIVOS VALORES DE pKa.
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Fonte: Adaptado de Coutinho e Mazo (2005).57

O (¢lifosato foi classificado como “provavelmente carcinogénico” pela
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Céncer em 2015, associando-o ao
linfoma nao-Hodgkin, problemas reprodutivos e danos aos 6rgéos.>3 Entretanto,

esse pesticida foi objeto de debates continuos devido a preocupacgdes relacionadas
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a saude e ao meio ambiente. A questao envolve consideragdes sobre sua eficacia
agricola, possiveis impactos na saude humana e efeitos ambientais.
Recentemente, a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer (/nternational
Agency for Research on Cancer (IARC), classificou o glifosato como “Grupo 2A -
provavelmente carcinogénico para humanos”, enquanto agéncias reguladoras
européias e internacionais consideraram o herbicida seguro quando utilizado
conforme as diretrizes estabelecidas. Isso se da devido ao uso de diferentes
conjuntos de dados e diferentes abordagens metodoldgicas sobre como os dados
de toxicidade foram ponderados e avaliados.%°6° Recentemente, em novembro de
2023 a European Chemicals Agency (ECHA) adotou o Regulamento de
Implementagdo para renovar, por 10 anos, a aprovagéo do glifosato.®' No Brasil,
em 2020, a Anvisa reavaliou o glifosato e também teve seu registro mantido com
restricbes apds a reanalise, conforme disposto na RDC n° 441, de 2 de dezembro
de 2020."2

O principal produto da biodegradacdo do glifosato é o acido
aminometilfosfonico (AMPA) (Figura 16), que apresenta menor toxicidade aguda
em relagado ao glifosato, mas € mais persistente no ambiente, o que faz com que

seu uso intensivo e acumulagéo levem a danos ao ambiente e a satide humana.%?

FIGURA 16- REPRESENTAGAO DA ESTRUTURA QUIMICA DO GLIFOSATO E SEU
PRINCIPAL PRODUTO DE DEGRADAGAO — AMPA.
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FONTE: O Autor (2025).

Em plantas, o mecanismo de agédo do fosfonato (como o glifosato) se da
pela inibicdo da enzima 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), que faz
parte da via biossintética de aminoacidos da glicose. Vale ressaltar que essa
enzima é especifica para plantas e ndo existe em mamiferos, e € a interrupgéo
eficiente dessa via de sintese de aminoacidos que causa a morte de muitas plantas

sem seletividade, o que faz do glifosato um potente herbicida de amplo espectro.
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Ainda, dentre cerca de 120 milhares de compostos que ja foram testados para inibir
EPSPS, apenas o glifosato foi comercializado até agora.?®

Além da toxicidade do préprio glifosato, a maioria das formulagdes desse
herbicida que estado disponiveis no mercado contém um surfactante para dificultar
a formacdo de gotas e garantir que o alcance se restrinja a area de
pulverizagdo.%663 A eficacia biologica do glifosato, talvez mais do que qualquer
outro herbicida, esta diretamente ligada a presenca desse surfactante na solugao
de pulverizagdo. 3 Entretanto, essas moléculas de surfactantes utilizadas nas
formulacdes dos herbicidas baseados em glifosato sdo do grupo das etilaminas, e
sd0 mais téxicas do que o proprio principio ativo.®® Devido as questbes de
toxicidade e niveis de contaminacao, tanto do meio ambiente como de alimentos,
fica clara a necessidade de tecnologias para detectar residuos de pesticidas, pois
como mencionado anteriormente, o glifosato é o agrotdxico mais utilizado no Brasil

e no mundo, e até hoje pouco detectado.

1.3 METODOS DE DETECCAO DE OF’s.

A problematica que envolve a questdo dos agrotdxicos € bastante complexa
e abrange desde os casos de intoxicag&do ja mencionados, que s&o um problema
de saude publica mundial, até a questdo do monitoramento e da rastreabilidade
desses pesticidas. E preciso lembrar que além de produtos legalizados para uso no
Brasil, existe também um comércio intenso de agrotdxicos nao legalizados, que
estado irregulares no pais e que podem ser oriundos de comercializagao proibida e
contrabando. Ainda, ha dificuldade no monitoramento e fiscalizacdo dessas
substancias, pois as normas ambientais e relacionadas a saude humana sao
frequentemente atualizadas — as substancias podem ser reavaliadas e,
consequentemente, a listagem de substancias proibidas também precisa ser
frequentemente revista. Assim, é fundamental o desenvolvimento de metodologias
eficientes de monitoramento, possibilitando também a rastreabilidade dessas
substancias. Além disso, no que diz respeito a grandes desastres envolvendo
substancias perigosas como os OF’s, reconhecer a substancia responsavel por um
incidente e avaliar sua extensao, proporciona a capacidade de gerenciar de
maneira estratégica as consequéncias e elaborar um plano de acdo eficaz,
evidenciando a importancia da detecgdo e do monitoramento dessas substancias.

Ainda, a detecgao possibilita a rastreabilidade desses agrotdxicos, o que viabiliza
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a identificagdo de sua origem geopolitica, bem como, pode gerar a formagao de um
banco de dados sobre esse tipo de substancias, o que resolveria um grande
problema da criminalistica nacional.

Frente ao exposto, é evidente a necessidade de monitorar a presenca de
OF’s na alimentacao humana e no ambiente como um todo, e, para isso, a detecgao
tem papel fundamental. O desafio de detectar residuos de glifosato usando um
método analitico simples se da pelas suas caracteristicas quimicas, como seu
carater ibénico, alta polaridade e solubilidade em agua, dificil evaporagéo, baixa
solubilidade em solventes organicos comuns, baixa volatilidade, e comportamento
de complexagéo favorecido, o que favorece sua absorgédo em solos .%* Ja o acefato
apresenta alta solubilidade em agua, sofre hidrélise em meio alcalino, tem elevada
polaridade e baixa sorcdo em solos.*® Todas essas caracteristicas decorrentes da
estrutura quimica, e também a auséncia de grupos cromoéforos nas moléculas de
glifosato e também do acefato, justificam a dificuldade de detectar e monitorar a
presenca dessas espécies em solos, aguas e alimentos. Portanto, metodologias
mais especificas sdo necessarias, como representado na Tabela 1, e, nesse
sentido, diversos estudos tém sido descritos na literatura utilizando diferentes
técnicas para buscar a detecgédo desses OF’s, em alguns casos através de reagdes
de derivatizacdo. Nessa Tabela 1 estdo presentes alguns exemplos desses
diferentes métodos de detecgao utilizados, como métodos espectroscopicos,
eletroquimicos, cromatograficos, colorimétricos (via inibicdo enzimatica) e
colorimétricos associados a outras técnicas de detecgdo. Essas técnicas
apresentam vantagens e desvantagens inerentes a cada uma delas, mas, apesar
de algumas desvantagens, essas técnicas sao bem consolidadas para uma ampla
gama de analitos. O glifosato e o acefato, devido as suas caracteristicas fisico-
quimicas ja citadas acima, se mostram um pouco mais desafiadores, pois
necessitam de métodos de pré-tratamento devido a sua elevada solubilidade em
agua e alta polaridade.*®

As técnicas espectroscopicas®’* sdo baseadas em fenémenos como
absorcdo, emissdo, espalhamento Raman de superficie aprimorada (SERS),
ressonancia magnética nuclear (RMN) e ressonancia de plasmon de superficie.
Essas técnicas sao relativamente simples de ser realizadas, sao precisas e
requerem quantidade minima de reagentes para as analises. No entanto,

dependem de equipamentos que vao de custos moderados a altos e, ainda,
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algumas dessas técnicas requerem que as moléculas a serem analisadas
apresentem grupos cromoéforos em sua estrutura quimica.”® Um estudo
interessante foi conduzido por Jan e colaboradores’®, no qual o método foi aplicado
com sucesso para determinagao de residuo de glifosato em gréos de trigo. O
estudo consistiu em reagir o herbicida glifosato com p-dimetilaminobenzaldeido
(DMAB) em um meio alcalino, e um produto amarelo foi formado apds acidificar o
meio com acido cloridrico. A absorbancia do produto foi medida a 405 nm, usando
a técnica Flow Injection Analysis (FIA) aliada a medidas espectrofotométricas. A
molécula de glifosato é rica em elétrons no atomo de nitrogénio, que ataca a
molécula de DMAB em um grupo carboxilico e forma intermediarios instaveis por
meio da reacdo de Cannizzaro. A limitacdo deste método é que o AMPA, um
metabdlito do glifosato, afetara a determinacdo de glifosato em amostras
ambientais reais, especialmente se estiver presente em alta concentragdo. 7576
Outro estudo reporta a utilizagdo da técnica de Espectroscopia Raman de
Superficie Aprimorada (SERS) aplicada a detecgao de acefato, cujos resultados
mostraram a deteccéo desse inseticida em niveis muito baixos, na faixa de partes
por bilhdo (ppb), tanto em amostras de vapor como em urina. Entretanto, o estudo
também destaca a necessidade de buscar formas de melhorar a estabilidade dos
sensores e também a sua capacidade de diferenciar o acefato de outros pesticidas
e de seu metabdlito, o metamidofos. 85

Também sdo muito utilizadas técnicas de detecgdo eletroquimica’’-8%, que
sao altamente seletivas, entretanto o preparo de eletrodos é considerado complexo
e, ainda, precisam de pré ou poés-derivatizagdo, ou pré-tratamento de amostras.
Aléem disso, ha limitagdes quanto a reprodutibilidade e realizagdo das analises em
campo, devido a necessidade de equipamentos de ponta para sua aplicag&o.?
Diversos tipos de sensores e biossensores eletroquimicos tem sido estudados para
deteccdo de glifosato, como por exemplo, um biossensor baseado na enzima
peroxidase de raiz-forte (HRP), preparado com um filme composto de poli(2,5-
dimetoxianilina), dopado com poli(acido 4-estireno sulfénico) em um eletrodo de
ouro. A enzima HRP foi imobilizada no filme, e sua atividade foi inibida pelo
glifosato, permitindo a detecgdo do herbicida.?’

Outros métodos amplamente estudados se baseiam nas técnicas
cromatograficas®?8” acopladas ou nido a espectrometria de massas. Esse tipo de

técnica analitica é usada para a separacao fisica de solutos, e depende de
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caracteristicas como polaridade, tamanho, massa molecular, entre outras.”® Séo
meétodos seletivos e de alta sensibilidade, mas que dependem da vida util das
colunas cromatograficas e também da complexidade das matrizes a serem
analisadas, do alto custo de reagentes e necessidade de pré-tratamento de
amostras, o que pode dificultar e aumentar o tempo de analise e,
consequentemente, o custo do processo.”%88 Entre os métodos cromatograficos, o
mais sensivel para detecgéo de glifosato € a cromatografia liquida usando extragao
em fase solida acoplada a espectrometria de massa com ionizagéo por eletrospray
(LC-SPE-ESI/MS/MS).%2 A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa de alta resolucao foi utilizada para a detecgdo de acefato em amostras de
agua e os resultados indicaram que a técnica é sensivel e apropriada para analises

de exposicao ao pesticida.®’
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Buscando simplificar essas analises, outras técnicas que tém despertado
interesse sdo as colorimétricas, baseadas em mudanca de cor. Esse tipo de
deteccao ocorre quando o analito (OF, nesse caso) interage com um reagente
especifico (uma molécula derivatizante) e forma um produto colorido. Essa técnica
€ fundamentada no principio da Lei de Lambert-Beer, que é baseada na
absorbancia de espécies absorventes (atomos, moléculas ou ions) e relaciona
linearmente a intensidade da cor da amostra com a concentracdo de analito
presente no meio.?° O uso dessa técnica colorimétrica pode ser de forma qualitativa
(apenas observando a mudanga de cor) e/ou quantitativa (na qual a concentragao
de OF pode ser obtida pela quantificacdo através da absorcdo de luz em
comprimentos de onda especificos, medida em espectrofotbmetros ou
colorimetros).®’ Essas técnicas baseadas em mudanga de cor do meio reacional
podem ser associadas ou ndo a inibigdo da AChE®492110 Quando associados a
utilizagdo de enzimas, entram na categoria de biosensores e quando nao
enzimaticos, pertencem a categoria dos quimiossensores. Os biossensores
colorimétricos envolvem o0 mecanismo de inibicAo da atividade da
acetilcolinesterase (AChE) que é responsavel por catalisar a hidrélise de substratos
baseados em colina. O principio basico do método de inibicdo baseado em enzimas
€ a redugao ou prevencgao da formacgao de tiocolina (TCh, Figura 17), na presenca
de OF. A ligacao entre o OF e a AChE leva ao enfraquecimento dos sinais ou a
mudanca na cor que pode ser analisada, pois nao ha formacao de tiocolina. Assim,

a técnica aponta a presenca do pesticida através da interacdo com a enzima.

FIGURA 17- REPRESENTACAOQ DA INIBIGAO DE TCh NA PRESENCA DE OF's.

__________________________________________________________________________________

ACh + AChE hidrolise, [Acido acético]+ [Tiocolina (TCh)Ji

ACh + AChE —9Fs . X

Fonte: Adaptado de BHATTU (2021).°"

De fato, elas permitem uma deteccéo rapida, de forma visual e, muitas
vezes, sem a utilizacdo de equipamentos. No entanto, em alguns casos, ha a

utilizacao de biosensores que se baseiam no uso de uma ou mais enzimas, 0 que
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eleva o custo da técnica e dificulta o processo, pois requer condicdes especificas
de reagdo.'"! Essas técnicas colorimétricas tem também algumas outras limitagdes
associadas aos sensores colorimétricos baseados em nanoparticulas e enzimas.
Ele destaca problemas como agregacdo nao controlada de nanoparticulas e a
necessidade de condicbes especificas de pH, temperatura e forga iGnica para
sensores enzimaticos.'%

Ja os quimiossensores possibilitam a detecgao colorimétrica através de
reagoes de derivatizagao, ou seja, reagdes com moléculas que, através de reagdes
quimicas, levam a produtos que possuem grupos cromoforos ou fluoréforos em sua
estrutura. Isso permite que a molécula, antes n&o detectavel, seja entdo detectada
através de métodos espectrofotométricos, como por exemplo UV-Visivel ou
fluorescéncia. Esses ensaios sao preferiveis, pois sao mais diretos, simples e
baratos, e nesse contexto ja foram descritos estudos utilizando ninidrina’!, 4-cloro-
3,5-dinitrobenzotrifluoreto (CNFB)'%, cloroformato de 9-fluorenilmetil (FMOC)', p-
dimetilaminobenzaldeido (DMAB)’S, 4-(((3-cloropiridin-4-il)imino)metil)-N, N-
dimetilanilina (BNP-CI) e 4-((3-((3-cloropiridin-4-il)imino)propenil)-N, N-dimetilanilina
(CNP-CI)'% g, ainda, o Reagente de Ellman (5,5'-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico)
(DTNB)) (Figura 18). Esse ultimo, no entanto, requer algumas condi¢des mais
especificas, pois & fotossensivel e & conhecido por levar a resultados falso-
positivos''?, pois a reagdo com grupos tiol e oximas também leva a mudanca de

cor.113
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FIGURA 18- EXEMPLOS DE MOLECULAS DERIVATIZANTES E OS RESPECTIVOS
PRODUTOS FORMADOS COM GLIFOSATO PARA DERIVATIZAGAO E DETECGAO
COLORIMETRICA (NA COR AZUL O COMPRIMENTO DE ONDA MAXIMO DE ABSORGAO
PARA CADA PRODUTO).
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FONTE: O Autor (2025).

Aydin et al.’% avaliaram um sistema de reagdo simples para detectar
glifosato no qual prepararam dois sensores novos, 4-(((3-cloropiridin-4-
ilJimino)metil)-N, N-dimetilanilina (BNP-CI) e 4-((3-((3-cloropiridin-4-
ilimino)propenil)-N, N-dimetilanilina (CNP-CI), representados na Figura 18. A fragao
piridina dessa estrutura contém um atomo de cloro, e esse atomo de cloro é
substituido pelo nitrogénio ou oxigénio do glifosato. Os produtos formados por
essas reagdes com o glifosato levam a mudanga de cor, de incolor para amarelo
no caso do BNP-CI, e no caso do CNP-CI a cor da reacao vai de amarelo a laranja,
evidenciando a deteccao colorimétrica com o uso desses sensores. Vale ressaltar
que esses sensores se mostraram estaveis a hidrodlise na faixa de pH 5,2 a 10,0, e
reagiram facilmente com o glifosato em pH 8,14. Os sensores BNP-C| e CNP-CI
mostraram uma excelente e rapida seletividade para glifosato, exibindo baixos
limites de deteccéao (1,78 uM para BNP-Cl e 1,60 uM para CNP-CI), e, ainda, foram
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aplicados com sucesso para deteccao de glifosato em amostras reais, como solo,
agua da torneira e batatas.'%®

De forma geral apenas 17% do total de publicacdes sobre o acefato se
concentra na sua detecgdo**, a maioria envolve o uso de nanoparticulas metalicas
ou métodos cromatograficos.'411¢ Liang, et al. estudaram um método de detecgéo
colorimétrica para pesticidas OF’s, dentre elas o acefato. Esse método é baseado
em nanoparticulas magnéticas de Fe3zO4 com atividade mimética da peroxidase. As
enzimas acetilcolinesterase (AChE) e colina oxidase (CHO) catalisam a formagao
de H202, que ativa as nanoparticulas magnéticas para a oxidagdo de substratos
colorimétricos, produzindo uma reagao colorida. O método se mostrou sensivel
para a deteccao de acefato e mais pratico quando comparado a outros métodos
como os cromatograficos e métodos baseados em atividade enzimatica.®?

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa envolveram a detecgao
colorimétrica do glifosato através de uma reacao de derivatizagdo. Como agente
derivatizante foi utilizado o 2,4-dinitrofluorobenzeno (DNFB), também chamado
reagente de Sanger, que é utilizado como aminoacido N-terminal de polipeptideos
para sequenciamento de proteinas'%'"7. Trata-se de uma reagdo simples (Figura
19 (A)) e sob condi¢gdes brandas que possibilita a detecgado colorimétrica do
glifosato, pois ocorre a formacéo de um produto colorido (Figura 19 (B)), o N-(2,4-
dinitrofenil)-N-(fosfometil) glicina (GFTD) , que foi confirmado por RMN de 'H e 3'P.
Os estudos cinéticos para as reacbes de GFT com DNFB evidenciaram a
dependéncia da reatividade com o pH, evidenciando que as espécies totalmente
desprotonadas e monoprotonadas sao mais reativas para essa reacdo. Os estudos
também mostraram que na reacdo com excesso de GFT, a hidrélise do DNFB nao
ocorre significativamente, mas em condigdes com excesso de DNFB, a hidrdlise de
fato ocorre em maior extensédo. A comparacgao entre os perfis da hidrolise do DNFB
(Figura 19 (C) linha preta) e da reacdo do DNFB com o glifosato (Figura 19 (C) linha
vermelha), mostra claramente a diferengca entre os perfis, apontando que a
formagédo do produto colorido nessa condicdo de excesso de glifosato se deve
unicamente a reacgao de interesse. Ainda, essa reagao do glifosato com DNFB foi
acompanhada por 10 minutos utilizando o colorimetro artesanal, desenvolvido a
partir de materiais de baixo custo e de facil aquisicdo. Foi possivel detectar e
quantificar o glifosato presente na amostra, com erro de menos de 7% em relagao

a concentracdo.'?” E importante mencionar que nas condi¢cdes avaliadas pelo
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estudo, ndo foi observada a formagcdo do AMPA, metabdlito do glifosato por
biodegradacgao. Esse trabalho no qual foi utilizado o DNFB serviu de base para esse
estudo, no qual buscamos promover a formagao de um produto Unico, diminuindo

a contribuicao da reacao de hidrolise para a formacao desse produto.

FIGURA 19- EM (A) ESQUEMA DOS POSSIVEIS CAMINHOS PARA A REACAO ENTRE DNFB
E GLIFOSATO: FORMAGAO DE UM NOVO PRODUTO OU HIDROLISE DO DNFB EM MEIO
AQUOSO; (B) FORMAGAO DO PRODUTO COLORIDO, CONJUNTO DE TODOS OS
ESPECTROS E PERFIL CINETICO PARA A REACAO DO DNFB COM GLIFOSATO EM
CONDIGCAO DE EXCESSO DE GLIFOSATO E (C) COMPARACAO ENTRE OS PERFIS PARA A
REAGAO DE HIDROLISE DO DNFB (LINHA PRETA) E REAGCAO DO DNFB COM GLIFOSATO
(LINHA VERMELHA).
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Fonte: Adaptado de SILVA, et al. (2020). 107
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2 JUSTIFICATIVA

A questao do controle de pragas e doencas na agricultura, a fim de garantir a
alta demanda e a seguranca alimentar da populagao, sempre foi justificativa para o
uso intenso dos agrotoxicos. De fato, o uso dessas substancias desempenha um
papel fundamental na garantia da produgao alimentar em larga escala. Atender a
crescente demanda por alimentos se torna um desafio cada vez maior, €, nesse
contexto, os agrotoxicos representam uma ferramenta essencial e eficiente para a
manutencdo da produtividade agricola. Nesse sentido, monitorar a presenca
dessas substancias no ambiente e nos alimentos € uma forma de garantir
seguranga quimica e saude a sociedade. Essas substancias sdo largamente
utilizadas, seja formal ou ilegalmente, e a maioria delas exige metodologias mais
especificas para sua deteccao. Haja visto o caso do glifosato, que € o herbicida
mais utilizado, uma molécula simples e, no entanto, dificil de ser detectada. Exige,
em razao das suas caracteristicas quimicas, uma metodologia single, que analise
somente ele e seu metabdlito, o AMPA, diferente da metodologia “multiresiduos”
comumente utilizada, que analisa diferentes pesticidas ao mesmo tempo. O mesmo
se aplica ao acefato, outro agroquimico que esta entre os mais utilizados no mundo,
e que devido as suas caracteristicas quimicas, como polaridade e solubilidade,
também carece de métodos de deteccdo mais simples e rapidos, pois a maioria dos
estudos envolvendo a detecgdo do acefato sdo baseados em cromatografia ou
nanoparticulas metalicas. As dificuldades na detecgéo dessas moléculas impedem
a elaboragao de politicas de saude publica com relagdo a esses compostos, e sem
a definicdo do LMR para cada pesticida o monitoramento se torna inviavel. Em
razao dessa problematica diversas técnicas tém sido desenvolvidas buscando a
deteccao de OF’s, porém, apesar de seletivas e eficientes, sdo técnicas mais
complexas, algumas de custo bastante elevado e que dependem de equipamentos
de ponta. Além disso, em muitos casos as matrizes onde se encontram esses
pesticidas apresentam muitos possiveis interferentes e o preparo de amostras para
a utilizagao dessas técnicas é bastante trabalhoso e pode envolver muitas etapas.
Até o momento ha poucos relatos de um monitoramento com potencial para
aplicagdo em campo, o que € essencial quando se busca um monitoramento
eficiente dessas substancias no ambiente.

Considerando essas informacdes, € importante explorar técnicas mais simples

para a deteccao de OF's , tais como a colorimetria, dado ja possuirmos a tecnologia
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do sensor colorimétrico desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa. Assim, é foco
desse estudo buscar por metodologias de baixo custo, através de moléculas
organicas simples que possibilitem a deteccdo de moléculas de modo rapido,
reprodutivel e eficiente, e, ainda, em campo. Agrotoxicos apreendidos em situagao
de irregularidade também podem ser detectados e mais eficientemente
monitorados através do uso de técnicas mais simples. A apreensao dessas
substancias que nao tem registro no pais cresceu 180% no ano de 2023, em
relagdo ao que foi apreendido em 2022. Lembrando que essas substancias ilegais
nao passam por avaliagdes de eficacia e dos impactos ambientais e a saude
humana, e por esse motivo seus impactos sdo incertos e o risco a sociedade é
bastante grande. Ainda, quando comparado a outros paises do mundo, o Brasil é
bastante flexivel com relagdo aos limites residuais permitidos desses pesticidas em
alimentos e aguas de abastecimento. Vale ressaltar que muitos paises
desenvolvidos estao tentando banir o uso do glifosato e no Brasil esse herbicida é
liberado e largamente utilizado, e até bem pouco tempo atras era pouco detectado.
O acefato era proibido até o ano de 2020, quando foi reavaliado e teve seu uso
liberado com restricbes. Entretanto, mesmo proibido o acefato é encontrado no
Brasil desde 2013. Como o acefato e o glifosato, outros pesticidas OF’s poderéo ter
seu monitoramento beneficiado por essa técnica colorimétrica, que pode ser
aplicada para diferentes substancias, de forma mais especifica, evitando os falsos
positivos/negativos comuns nos testes com substancias que sdo apreendidas.

Os OF’s apresentam variagbes estruturais que influenciam seus
mecanismos de reacdo, podendo seguir diferentes vias e levar a diferentes
produtos, influenciando as vias de hidrolise ou substituicdo nucleofilica. Assim,
estratégias de detec¢do devem ser adaptadas as propriedades especificas de cada
substancia. Nossa pesquisa esta baseada no trabalho que empregou o DNFB'%7,
visando impulsionar a criagao exclusiva do produto colorido nesta reagdo. Para
alcancgar esse objetivo, estamos explorando a derivatizacdo de OF’s selecionados
(glifosato e acefato) com outras moléculas que demonstram potencial para a
formagao desse produto colorido especifico. A pesquisa nessa area contribui para
o desenvolvimento de estratégias mais seguras e sustentaveis no controle de
residuos de pesticidas, auxiliando na regulamentagao e no uso responsavel desses

compostos.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desse trabalho é estudar reagdes de derivatizagdes com os

pesticidas OF’s glifosato e acefato, possibilitando a detecgao colorimétrica dessas

substancias, promovendo seguranga quimica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Purificagdo a partir de extratos comerciais, dos OF’s glifosato (Roundup
WG®), acefato (Orthene®), e outras substancias analogas;

Caracterizagao das amostras pelas técnicas de: Ressonancia Magnética
Nuclear — RMN de 'H, '3C e 3'P; Espectroscopia de Ultravioleta-Visivel (UV-
Vis); Espectrometria de Massas (ESI/MS);

Estudo cinético das reagdes de hidrélise dos OF’'s e das moléculas
derivatizantes (representadas na Figura 20), bem como, das reagdes de
derivatizacao do glifosato e acefato, buscando compreender os mecanismos
pelos quais eles reagem;

Desenvolver método colorimétrico para detecgdo de OF'’s.

FIGURA 20- REPRESENTAGAO ESTRUTURAL DAS MOLECULAS UTILIZADAS NAS

REACOES DE DERIVATIZAGAO QUE FORAM AVALIADAS NESSE ESTUDO (OF’S: ACEFATO
E GLIFOSATO; DERIVATIZANTES: 4-NBZ, DNFB E DNCB; MOLECULAS PARA DETECCAO

INDIRETA: DEDNPP E APNF).
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Fonte: O Autor (2025).
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4 MATERIAIS E METODOS

Abordaremos aqui a metodologia referente aos estudos de detecgao
colorimétrica que foi realizada, caracterizagdo de reagentes purificados, estudos
cinéticos através da técnica de UV-Vis das reag¢des de hidrélise das moléculas
envolvidas, estudos cinéticos através das técnicas de UV-Vis e espectroscopia de

RMN das reacdes dos OF’s e as moléculas derivatizantes.

4.1 MATERIAIS

Os reagentes necessarios para as sinteses e reacdes de purificacdo dos
OF’s, como solventes, tampdes, sais, acidos, bases foram adquiridos
comercialmente e purificados quando necessario. Da mesma forma os arenos
substituidos  (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (DNCB), 1-fluoro-2,4-dinitrobenzeno
(DNFB) e 4-nitrobenzaldeido (4-NBZ), que foram utilizados para as reagbes de
derivatizacdo (e detecgcdo) dos OF’s também foram obtidos comercialmente e
purificados. O acetato de p-nitrofenila (APNF)''® e também o dietil-2,4-

dinitrofenilfosfato (DEDNPP) foram previamente sintetizados pelo grupo.

4.2 PURIFICACAO DO ACEFATO

O pesticida Orthene® é composto pelo principio ativo acefato e espécies
inorganicas presentes na formulagdo para manter o produto estavel, miscivel ou
aplicavel. O acefato apresenta alta solubilidade em solventes organicos, portanto
um procedimento bastante simples de purificacdo péde ser utilizado. Em um béquer
de 100 mL foram adicionados 1,0 g da amostra comercial Orthene® em 50 mL de
etanol. A mistura foi mantida sob agitagdo magnética por 30 minutos, e, em seguida,
passou por uma filtragdo simples na qual foi separado o acefato das demais
espécies contidas na amostra comercial. Posteriormente o filtrado foi levado ao
evaporador rotativo, no qual foram obtidos 660 mg de um sélido branco, com
rendimento de 88%. Apds a purificacdo esses compostos foram continuamente
mantidos sob refrigeracao.



64

4.3 PURIFICACAO DO GLIFOSATO

O (¢lifosato foi obtido de uma amostra comercial (Roundup WG®). Essa
amostra continha glifosato (720,0 g kg'), isopropilamina (72,5 g kg') e outros
componentes inertes em relagdo a atividade herbicida, adicionados para conferir
estabilidade e facilitar a aplicagédo (207,5 g kg™'). Em um béquer de 50 mL foram
misturados 2,0 g dessa amostra a 15 mL de agua, essa mistura foi mantida sob
agitacdo magnética até a dissolugdo da amostra. Apds, 15 mL de solugdo de
hidréxido de sddio (4,0 mol L") foram adicionados gota a gota a temperatura
ambiente a essa mistura. Em seguida, ainda sob agitacdo a solucédo foi entédo
aquecida a 80 °C até cessar o vapor de isopropilamina. Em seguida, apos
resfriamento, a temperatura ambiente, 5,60 mL de acido cloridrico (HCI, 37%) foram
adicionados gota a gota sob agitagao. Posteriormente a solugéo foi evaporada, e o
sélido obtido foi entdo recristalizado em etanol a quente. O produto dessa
recristalizacdo foi solubilizado com uma quantidade minima de agua fervente,
descolorado com carvao ativado, filtrado e evaporado até a metade do volume de
agua. O precipitado foi filtrado, lavado com acetona e seco em bomba de baixa
pressao, tendo obtido um produto sélido de cor branca, com rendimento préximo a
66%.

4.4 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS OBTIDOS

O acefato e o glifosato foram inicialmente caracterizados por RMN de 'H e
31P em espectrometro Bruker AVANCE 200, operando em 200 e 81 MHz,
respectivamente. Para a aquisicdo dos espectros foram adicionados 10 mg de
acefato/glifosato puro em tubos de RMN contendo 550 uL de D20 como solvente.
Os deslocamentos quimicos de 'H sdo apresentados em relagéo ao padrédo acido
trimetilsililpropanodico (TMSP- d4; 0 ppm) e os de 3'P em relagédo ao padrdo H3PO4
(85% m/m) em D20 (0 ppm). Também foram obtidos espectros de UV-Vis
([acefato]= 0,05 mol L', em agua, pH 8,0) na regido entre 190 e 800 nm a fim de

observar possiveis bandas de absorcao desses reagentes na regiao do UV-Vis.
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4.5 ESTUDOS CINETICOS

Os estudos cinéticos foram realizados utilizando a técnica da espectroscopia
na regiao do ultravioleta e visivel (UV-Vis), em um equipamento Agilent Cary 60,
com acessorio multicubetas, acoplado a banho termostatizado, utilizando cubetas
de quartzo. Inicialmente o comprimento de onda de maxima absorgao (Amax) dos
produtos foi determinado através de varreduras entre 190 e 800 nm, e em seguida
as reacdes também foram acompanhadas por UV-Vis em banho termostatizado.

A cinética acompanhada através do UV-vis considera as absorbancias no
inicio e no final da reagao, para reagentes e produtos. Assim, utilizando a Lei de
Lambert-Beer, pode-se relacionar as absorbancias com as concentracdes de
produtos e reagentes. Dessa forma se obtém a equacao final para o ajuste da
formagao de produtos, que esta apresentada na Equacgao 1 e, de forma analoga,

para o consumo dos reagentes na Equacgao 2:

Eq 1 ApT‘Od = AO + (1 - e_k0bst)(A0 - Al)
Eq 2 Areag = Ai + (e_k()bst)(AO - Ai)

Em que Aprod = absorbancia do produto em um determinado “tempo t’, Areag =
absorbancia do reagente em um determinado “tempo t”, Ai = Absorbancia em tempo
“infinito”, Ao = Absorbancia inicial e kobs = constante de velocidade observada.

A reagao (em que acefato/glifosato estdo em excesso) tem inicio com a
adigdo de uma aliquota de 20 pL de solugéo do derivatizante (1,5.10-3 mol L' em
acetonitrila), em uma cubeta (1,0 cm de caminho 6tico) contendo 3,00 mL de
solugéo aquosa de acefato/glifosato e bicarbonato de sédio (NaHCOs, 0,1 mol L).
O pH de cada solucédo foi previamente ajustado com adigdo de aliquotas de
solugdes de HCI 1,0 mol L' e NaOH 1,0 mol L-'. As reagdes foram mantidas a 25
°C e foram realizadas em diferentes condicbes buscando a otimizagdo dessas
condigdes reacionais e a deteccao colorimétrica do produto da reacao. Os ajustes
para o monitoramento da formagao do produto seguem uma cinética de pseudo-
primeira ordem e foram obtidos utilizando a mesma equacao descrita

anteriormente, a equacao 1 para ajuste de produto.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Esse trabalho busca explorar formas simples de detectar colorimetricamente
pesticidas que sao conhecidos por serem mais dificeis de analisar, especificamente
o acefato e o glifosato. Ambas as moléculas ndo possuem grupos cromoforos em
sua estrutura, o que impossibilita sua deteccéo através de técnicas simples, como
o UV-Vis, por exemplo, técnica que poderia ser usada para monitorar sua
degradacéao. Para que seja possivel a detec¢ao dos OF ‘s através dessa técnica de
UV-Vis, foi realizado um estudo sistematico, representado na Figura 21, a fim de
conhecer mais acerca das reatividades dessas moléculas. E preciso conhecer
quais produtos podem ser formados através dessas reagdes de derivatizacao, se
esses produtos podem ser detectados colorimetricamente e quais as condicdes

otimas em que elas ocorrem.

FIGURA 21- ESQUEMA DA SEQUENCIA DOS ESTUDOS DE CARiACTERIZACAO DOS OF’s,
REACOES DE HIDROLISE QUE FORAM REALIZADAS E REACOES DE DERIVATIZACAO
PARA A DETECCAO COLORIMETRICA DIRETA E INDIRETA DESSES PESTICIDAS.
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Fonte: O Autor (2025).
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Essa avaliacdo foi realizada através do estudo cinético das reacdes de
hidrélise desses compostos e também do estudo cinético das reagdes entre esses
OF’s (glifosato e acefato) e as moléculas selecionadas: DNCB, DNFB, 4-NBZ,
APNF e DEDNPP.

Primeiramente serdo apresentadas as caracterizagdes dos OF’s acefato e
glifosato, seguidas das reacdes de hidrolise das moléculas envolvidas,
acompanhadas através da técnica de UV-Vis. Apos o estudo acerca das reagdes
de hidrolise, serdao apresentados os estudos cinéticos e mecanisticos,
primeiramente do acefato frente ao 4-NBZ, DNCB e DNFB e, em seguida, do
glifosato, frente ao 4-NBZ, e DNCB, além das moléculas para detectar de forma
indireta o glifosato, APNF e DEDNPP. A detecgéo do glifosato com DNFB realizada
anteriormente’®” serviu como base e inspiragdo para esse trabalho. Ressaltando
que se busca através desse estudo, compreender a reatividade dessas moléculas
e encontrar uma reagao simples que possibilite a deteccéo colorimétrica do acefato

e do glifosato.

5.1 CARACTERIZAGAO DOS OF 's ACEFATO E GLIFOSATO

5.1.1 CARACTERIZACAO DO ACEFATO

O acefato foi purificado utilizando-se a metodologia descrita na se¢ao 4.2 e
caracterizado RMN de 'H e 3'P {'H} e 3'P acoplado. Analisando-se o espectro de
RMN de 'H (Figura 22) foi possivel observar o sinal em &H 2,16 (d, 3H) referente
aos hidrogénios da metila ligada ao carbono carbonilico. Além disso, os sinais dos
hidrogénios da metila ligada ao enxofre foram observados em dH 2,32 (d, 3H) e em
OH 3,86 (d, 3H) os sinais dos hidrogénios da metila ligada ao oxigénio. Os
deslocamentos observados estdo de acordo com os dados encontrados na

literatura.1®
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FIGURA 22- ESPECTRO DE RMN DE 'H DO ACEFATO, 200 MHz, D20.
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Fonte: O Autor (2025).

E em relagdo ao espectro de RMN de 3'P {'H} (Figura 23) do acefato foi
observado um sinal em &P 37,47 (s,1P) referente ao atomo de fésforo, que esta de

acordo com os dados reportados na literatura.’?0
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FIGURA 23- ESPECTRO DE RMN DE 3'P {1H} DO ACEFATO, 81 MHz, D20.
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Fonte: O Autor (2025).

A atribuicdo desse sinal em dP 37,47 no espectro de 3'P {'H} do acefato é
confirmada pelo RMN de 3'P acoplado (Figura 24), onde o sinal em &P 33,01
evidencia os acoplamentos entre os hidrogénios das metilas ligadas a trés ligacdes

de distdncia com o atomo de fésforo.

FIGURA 24- ESPECTRO DE RMN DE 3'P ACOPLADO DO ACEFATO, 81 MHz, D20.
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Fonte: O Autor (2025).
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Além disso, o acefato foi também caracterizado por UV-Vis, a fim de se
observar bandas de absor¢édo em alguma regido do espectro. Na Figura 25 pode-
se observar que ndo ha banda intensa que represente absor¢ao dessa substancia
no UV-Vis, o que corrobora a estrutura quimica dessa molécula que ndo apresenta

grupo cromoforos capazes de serem detectados.

FIGURA 25- ESPECTRO DE UV-Vis DO ACEFATO PURO EM AGUA, pH 8,0 e [ACF]=0,05 mol
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Fonte: O Autor (2025).

5.1.2 CARACTERIZAGAO DO GLIFOSATO

O sdlido isolado nos processos de purificagao do glifosato a partir da amostra
comercial foi submetido a caracterizagdo por RMN de 'H e 3'P. Analisando o
espectro de RMN de "H (Figura 26) foi possivel observar a presenca dos sinais em
OH 3,23 (d, 2H) referentes aos hidrogénios metilénicos do carbono ligado ao
nitrogénio e ao fosforo (a), em &H 3,84 (s, 2H), os sinais dos hidrogénios do carbono
(b) ligado ao carbono carbonilico e ao nitrogénio. Os deslocamentos observados

estdo de acordo com os dados encontrados na literatura’07.121,
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FIGURA 26- ESPECTRO DE RMN DE 'H DO GLIFOSATO, 200 MHz, D-0.
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Fonte: O Autor (2025).

O espectro de RMN de 3'P {'H} do glifosato, apresentado na Figura 27,
apresenta um sinal em 8P 8,78 (s,1P) referente ao atomo de fésforo, que esta de

acordo com os dados reportados na literatura’®”:121
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FIGURA 27- ESPECTRO DE RMN DE 3'P {'H} DO GLIFOSATO, 81 MHz, D20.
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Fonte: O Autor (2025).

A atribuicdo desse sinal em 3P 8,78 no espectro de 3'P {'H} do glifosato é
confirmada pelo RMN de 3'P acoplado (Figura 28) onde o sinal em 8P 8,78
evidencia os acoplamentos entre os hidrogénios das metilas ligadas a trés ligagdes

de distdncia com o atomo de fésforo.
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FIGURA 28- ESPECTRO DE RMN DE 3'P ACOPLADO DO GLIFOSATO, 81 MHz, D20.

%'7‘

92 9.0 88 86 8.4

[t

55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 5 40 15 -2

Sp

Fonte: O Autor (2025).

A Tabela 2 mostra de forma resumida todos os deslocamentos quimicos

dos sinais obtidos com essas caracterizagoes.

TABELA 2- DESLOCAMENTOS QUIMICOS DOS SINAIS DOS OF’s ACEFATO E GLIFOSATO.

Composto OH or
Acefato 2,16 (d,3H), 2,32 (d,3H),3,86 (d,3H) | 37,47 (s,1P)
Glifosato 3,23 (d,2H), 3,84 (s,2H) 8,78 (s, 1P)

Fonte: O Autor (2025).

5.2 ESTUDOS DAS REAGOES DE HIDROLISE E DERIVATIZAGAO COM
ACEFATO E GLIFOSATO: DETECCAO COLORIMETRICA

Serdo apresentados aqui os resultados e discussdes relacionados aos
estudos de hidrdlise e reatividade do acefato e glifosato frente a diferentes
moléculas derivatizantes selecionadas, 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (DNCB), 1-
fluoro-2,4-dinitrobenzeno (DNFB), 4-nitrobenzaldeido (4-NBZ), além de duas
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moléculas utilizadas como um método de deteccao indireta, o APNF e o DEDNPP,

que estado representadas na Figura 29.

FIGURA 29 - ESQUEMA DAS REAGOES DE DERIVATIZAGAO QUE ESTAO SENDO
AVALIADAS NESSE ESTUDO.
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Fonte: O Autor (2025).

A escolha dessas moléculas derivatizantes se deu pelas suas caracteristicas
estruturais, pois podem reagir com os OF's e levar a obtengcdo dos produtos
desejados, permitindo a detecgao colorimétrica desses OF’s. A ideia de utilizar o
DNCB vem de estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, que avaliou a
derivatizagdo do glifosato com o DNFB'7. Com o sucesso do trabalho anterior,
buscamos uma abordagem similar através da reagéo de derivatizagdo, utilizando
DNCB frente ao glifosato e o acefato a fim de formar um produto que permita sua
deteccao colorimétrica. No entanto, nesse estudo anterior foi observado que para
essa reacdo, como o DNFB é bastante reativo, sua reagédo de hidrolise contribui

para o processo. Assim, mesmo otimizando as condigdes de reacéo além da reagao
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de derivatizagao, foi observada a ocorréncia da reagao de hidrolise. Dessa forma,
buscamos diminuir a contribuicdo da reagao de hidrolise do DNFB com glifosato, e
por isso, a utilizagdo do DNCB, que possui o atomo de cloro no lugar do atomo de
flaor. O cloro é levemente menos reativo do que o fluor, podendo assim melhorar a
performance dessa reacao, pois levara a uma contribuicdo menor da reacao de
hidrolise na formagao do produto de interesse.

Ainda, a escolha da utilizagao do 4-NBZ para as reagdes de derivatizagao se
deu porque essa molécula é bastante utilizada para a detec¢ao de grupo funcional
amina.'??123 No caso dessas reagdes com o glifosato e acefato esperamos que o
nitrogénio presente nesses OF’s aja como nucledfilo, atacando através de uma
reacao de adicao a carbonila, o carbono carbonilico do 4-NBZ, levando a formacéao
do produto colorimétrico que vai possibilitar a detecgdo do glifosato e acefato
através da técnica de UV-Vis. Da mesma forma, o APNF tem sua hidrdlise
catalisada pelo imidazol, reagado que leva a formacao do acetato e do nitrofenol
como produtos'?*. Esperamos entdo que assim como ocorre com o par de elétrons
livres do imidazol, também o par de elétrons livres do glifosato consiga promover a
clivagem do APNF nos mesmos produtos, possibilitando a detecgao indireta do
glifosato. Vale ressaltar que ainda muito pouco se sabe acerca das reatividades
desses OF ‘s e que se trata de reacgdes totalmente novas entre esses compostos, e

ainda nao reportadas.

5.2.1 REACOES DE HIDROLISE

Avaliar as reacodes de hidrolise é importante porque nos permite inferir sobre
os produtos dessas reagdes e também em qual pH elas sdo mais reativas. Entre os
derivatizantes, somente a hidrolise do DNFB ja havia sido avaliada anteriormente
através da técnica de UV-Vis'". Ja entre os OF’s, o glifosato também teve sua
cinética de hidrdlise acompanhada em estudo anterior'®. Esses estudos das
reacdes de hidrolise sdo fundamentais para compreender melhor a sua contribuigcao
no método de deteccao colorimétrica. Ou seja, idealmente, espera-se acompanhar
apenas as reacgdes de derivatizagcdo que levam aos produtos coloridos. Mas sabe-
se que sob as condi¢des estudadas (meio levemente alcalino), alguns reagentes

também podem sofrer reacdes paralelas de hidrélise e levar a produtos coloridos
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interferindo na analise. Portanto, € necessario distinguir todas as reagdes que
ocorrem: derivatizagao e hidrdlise.

Assim, cada uma das moléculas envolvidas (acefato, DNCB, 4-NBZ e
DEDNPP) teve suas reacbes de hidrélise em meio aquoso acompanhadas a
temperatura ambiente (25 ‘C) por 17 horas, em diferentes valores de pH que vao
de 7,0 - 9,5 (variando-se de 0,5 em 0,5; Figura 30). Condi¢des similares foram

utilizadas nas reacdes de derivatizacao.

FIGURA 30- ESQUEMA DAS REAGCOES DE HIDROLISE DAS MOLECULAS QUE FORAM
AVALIADAS NESSE ESTUDO.

ACEFATO SMPT OMAPAA DMPT

: o}

: (6] I (0] 1 (0]

! + Il T Il

1 Nar H,O

; )KN/\ S 2 H3CAN/\\SCH3 HSCAN/\\OH HO™ | “SCH;,

3 H O H OH H OCH, Hy

| 4-NBZ 4-NPM DNCB DNP

3 COH HO.] OH :

3 H.0 OZND/NOZ OZND/NOZ

| 2 1 H,0 +CT

: ' Cl ? HO

L L NO, NO, e
N Y
! 11 NO, OH

| PN 5 0740 Ho ot ‘
: 5 oH * ¥ NO, Et H,0

! H, ¥ - NO

: ¥ DIESTER 2

1 NO, ACETATO NO, } DEDNPP o
. | APNF PNF |

Fonte: O Autor (2025).

Vale ressaltar que o DNFB e o glifosato ja vém sendo estudados pelo nosso
grupo de pesquisa, e, em estudo anterior'%’, foi evidenciado que nas condigdes em
que sao conduzidas esses estudos, nenhuma reagao ocorre com o glifosato.
Lembrando o que ja foi mencionado anteriormente, que o AMPA, principal

metabdlito do glifosato se forma somente através da biodegragao (Figura 31).62
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FIGURA 31- ESQUEMA DA REAGAO DE HIDROLISE DO GLIFOSATO.
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Fonte: Adaptado de Silerio-Vasquez, et al.(2024).53

Ainda, de acordo com esse mesmo estudo, o DNFB pode hidrolisar em meio
aquoso, formando o DNP (Figura 32), contudo, sua hidrolise espontanea é lenta
(kH20 =1,82.10°° min' L mol"). A hidrdlise alcalina do DNFB foi avaliada e ficou
evidente o perfil caracteristico da formacao do DNP, com comprimentos de onda
maximos de 340 e 400 nm e ko =7,05 min-' L mol-', bastante superior em relagao

a hidrolise espontanea do DNFB.

FIGURA 32- ESQUEMA DA REAGAO DE HIDROLISE DO DNFB.

..............................................................

..............................................................

FONTE: O Autor (2025).

O acefato teve sua hidrélise acompanhada em diferentes pH’s (7,0, 9,0 e
9,5) e ndo se mostrou reativo nas condi¢des avaliadas. Na Figura 33, é apresentado
o conjunto de espectros obtidos para a reagao de hidrolise do acefato em pH 9,5
(demais espectros estdo apresentados no Anexo A1), onde é possivel observar
uma pequena variagao de absorbancia na regido préxima a 270 nm. Essa variagao
pode ser devida somente ao reagente, indicando que a reacédo € muito lenta e
praticamente nada aconteceu até esse momento, o que evidencia que, de fato, o
acefato € muito pouco reativo, o que de certa forma € esperado e bom para a
deteccao colorimétrica, porém, por outro lado dificulta encontrar moléculas que

reajam com o acefato e levem a mudanga de cor.
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FIGURA 33- REACAO DE HIDROLISE DO ACEFATO ACOMPANHADA POR 17 h, EM pH 9,5, T=
25 °C, [ACF]= 0,05 mol L-".
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Fonte: O Autor (2025).

Nos valores avaliados de pH ndo se observou a formacédo de produto de
hidrolise que absorva na regido do espectro do UV-Visivel, a hidrdlise alcalina do
acefato também foi estudada em NaOH de 0,1 mol L' (pH 13,0), e esta apresentada
na Figura 34. Novamente, os dados obtidos evidenciam que nenhuma banda de
absorcao foi observada também nessa condigdo. Este resultado é bastante
favoravel a proposta do trabalho, pois as condi¢des utilizadas nas reacbes de
derivatizacdo sdo mais brandas se comparadas a essa condigao testada para a

reacao de hidrolise.
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FIGURA 34- REACAO DE HIDROLISE DO ACEFATO ACOMPANHADA POR 17 h, EM [NaOH]=
0,1 mol L' (pH 13,0), T= 25 °C, [ACF]= 0,05 mol L-".
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Fonte: O Autor (2025).

Como nenhum produto foi observado através da técnica de UV-Vis, a
hidrdlise do acefato em pH 10,0 foi acompanhada também através da
espectroscopia de RMN e sera apresentada junto aos estudos mecanisticos da
reacao do acefato com as moléculas derivatizantes.

Como o glifosato foi avaliado em outro trabalho anterior, e ja se sabe que
ndo hidrolisa nas condigdes das reagbes de derivatizacao'%’, foram realizados os
estudos cinéticos das reagdes de hidrélise dos derivatizantes (acompanhadas por
UV-Vis e espectroscopia de RMN). O DNCB, assim como o DNFB, pode hidrolisar
formando o DNP (FIGURA 35), que apresenta comprimentos de onda maximos na
regidao proxima a 340 e 400 nm.
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FIGURA 35- ESQUEMA DA REAGAO DE HIDROLISE DO DNCB.

Fonte: O Autor (2025).

As reacodes de hidrélise do DNCB foram acompanhadas na faixa de pH 7,0
— 10,0, sendo que em nenhuma condi¢cao avaliada houve variagdo na absorbancia,
indicando que a hidrélise do DNCB néo leva a produtos que absorvem nessa regiao
do espectro. Isso pode ser observado na Figura 36, que apresenta o conjunto de
espectros obtidos para essa reacdo em pH 9,0 (demais espectros estao
apresentados no Anexo A2). A auséncia da banda em 340 nm referente ao DNP
(produto que seria esperado de sua hidrélise) pode indicar que mesmo em
condigdes mais alcalinas a hidrolise do DNCB € muito lenta e ndo foi observada
durante o tempo em que a reag¢ao de hidrélise foi acompanhada.

FIGURA 36- REACAO DE HIDROLISE DO DNCB ACOMPANHADA POR 17 h, EM pH 9,0, T= 25
"C, [DNCBJ= 105 mol L.
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Fonte: O Autor (2025).
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Como o DNCB nao apresentou reatividade para a hidrolise nesses valores
de pH, o estudo envolvendo a hidrélise alcalina dessa molécula também é
importante. Através da hidrdlise alcalina € possivel saber qual sera o produto
formado (ou produtos formados) e se diferem em relagao aqueles formados através
das reagdes entre o glifosato e acefato e essas moléculas derivatizantes. Além
disso, possibilita saber também qual a contribuicdo dessa hidrdlise alcalina na
formagao do(s) produto(s). Assim, foi realizada a hidrdlise alcalina do DNCB, em
duas diferentes concentragdes de NaOH (0,1 e 1,0 mol L-"). Essas reagbes foram
acompanhadas por 17 horas e a temperatura ambiente utilizando a técnica de UV-
Vis. Na Figura 37 estdo apresentados os espectros consecutivos e também dos
ajustes cinéticos obtidos para a hidrdlise alcalina do DNCB, cujo produto formado
€ o DNP.

Na reacéao de hidrolise do DNCB em meio aquoso (pH 9,0) ndo se observava
a banda de absorbancia referente a formacao desse produto, diferentemente da
reacao de hidrolise alcalina do DNCB. Nas reacdes sob condi¢cdes mais alcalinas
(acima do pH 13,0) se pode ver claramente (Figuras 37 (A) e 37 (C)) a formagao
da banda em aproximadamente 340-400 nm referente a formacado do produto
fendlico DNP, bem como do consumo do reagente proximo a 250 nm. O ajuste
cinético dos dados para a reagao com [NaOH] igual a 0,1 mol L-! esta apresentado
na Figura 37 (B). E possivel verificar na figura que alguns valores de absorbancia
estdo na regido negativa, o que n&o faria sentido experimental. Entretanto, os
mesmos correspondem a corregcédo dos valores em relagdo a absorbancia do ponto
isosbéstico (Absiso — Absaoo nm). O ajuste para essa reacéao foi possivel somente
para a formagao do produto, o qual evidencia que a hidrdlise alcalina do DNCB
(9,2.10* min™') é bastante lenta nessa concentragdo de ions hidroxido. Ja em
relacdo a reagdo onde a [NaOH] é de 1,0 mol L foi possivel obter os ajustes
referentes a formacéo do produto (Figura 37 (E)) e também do consumo do
reagente (Figura 37 (D)). A constante de velocidade obtida (0,01 min-' L mol')
evidencia a contribuigcdo dos ions hidréxido na formagao do produto fendlico, e a
menor reatividade para a hidrélise, em comparacdo ao DNFB, que apresenta uma
taxa de 7,05 min"' L mol-!. Ou seja, o DNCB contribui menos para a formagéo do

produto colorimétrico do que o DNFB.
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FIGURA 37- REACAO DE HIDROLISE ALCALINA DO DNCB ACOMPANHADA POR 17 h, T= 25
"C, [DNCB]= 105 mol L-'. (A) ESPECTROS CONSECUTIVOS DA HIDROLISE ALCALINA COM
[NaOH]= 0,1 mol L, (B) AJUSTE CINETICO PARA A REAGAO DE HIDROLISE COM [NaOH]= 0,1
mol L-* OBTIDO UTILIZANDO A EQUAGAO 1, (C) ESPECTROS CONSECUTIVOS DA HIDROLISE
ALCALINA COM [NaOH]= 1,0 mol L', (D) AJUSTE CINETICO PARA A REAGAO DE HIDROLISE
COM [NaOH]= 1,0 mol L OBTIDO UTILIZANDO A EQUAGAO 2 E (E) AJUSTE CINETICO PARA
A REAGCAO DE HIDROLISE COM [NaOH]= 1,0 mol L-* OBTIDO UTILIZANDO A EQUAGAO 1.
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Fonte: O Autor (2025).
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Assim, para o DNCB, de forma geral, pode-se afirmar que em condigao de
pH levemente alcalino (pH 7,0 — 10,0) sua hidrélise n&o contribui, 0 que pode indicar
gue nesses valores de pH a possivel formagao de um produto colorido se dara em
maior parte através da reacao de derivatizagédo de interesse.

Assim também ocorre com o0 4-NBZ, cuja reagao de hidrolise pode levar a
obtengao de um diol, o 4-(nitrofenil)metanodiol (4-NPM), conforme representado na
Figura 38. Esse produto é formado pelo ataque nucleofilico da agua ao carbono da

carbonila, levando a um possivel equilibrio entre as espécies, diol = aldeido.

FIGURA 38- ESQUEMA DA REACAO DE HIDROLISE DO 4-NBZ.
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Fonte: O Autor (2025).

A hidrolise desse derivatizante foi avaliada em pH 7,0-10,0 e em diferentes
concentragdes. Em solugdes de pH 7,0 a 10,0 nenhuma variagdo de absorbéancia
foi observada. O conjunto de espectros relativos a essa reacao de hidrdlise do 4-
NBZ em 10,0 esta apresentado na Figura 39 (demais espectros estdo apresentados
no Anexo A3). Esses resultados sdo interessantes porque mostram que a hidrélise
do 4-NBZ nao ocorre nessas condicoes de reacdo, e dessa forma ela pouco

influenciara na formacgao de produto que absorva nessa regiao do espectro.
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FIGURA 39- REACAO DE HIDROLISE DO 4-NBZ ACOMPANHADA POR 17 h, EM pH 10,0, T=
25 °C, [4-NBZ] = 105 mol L.
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Fonte: O Autor (2025).

A cinética da reagao de hidrélise do 4-NBZ também foi avaliada em duas
diferentes concentragdes de NaOH, sendo 0,1 e 1,0 mol L. Essas reagdes foram
acompanhadas por 17 horas e a temperatura ambiente e os conjuntos de todos os
espectros obtidos estdo apresentados na Figura 40. Em (A) é possivel observar
que para a [NaOH]= 0,1 mol L-" nem mesmo fica evidente a diferenciagdo entre as
possiveis bandas formadas, ou seja, o conjunto de espectros se assemelha a uma
linha continua. Para a reagdo com [NaOH]= 1,0 mol L' (Figura 40 (B)) a formag&o
da banda em 400 nm é perceptivel, porém tdo pequena que nao possibilita um
ajuste seguro dos dados. Essa banda em 400 nm possivelmente se deve a
desprotonacao do 4-NPM, uma vez que a concentracao de hidréxido nesse meio é
bem elevada, e nessa forma possivelmente ele estaria absorvendo proximo a essa
regiao. Sao transicdes 1 — T* devido ao sistema aromatico do anel benzénico e
transicdes n — 11, relativas as transigdes eletrénicas do grupo nitro (-NO2) e pares

de elétrons livres no oxigénio e nitrogénio.
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FIGURA 40- REACAO DE HIDROLISE ALCALINA DO 4-NBZ ACOMPANHADA POR 17 h, T= 25
"C, [4-NBZ] = 10" mol L. (A) ESPECTROS CONSECUTIVOS DA HIDROLISE ALCALINA COM
[NaOH]= 0,1 mol L', (B) ESPECTROS CONSECUTIVOS DA HIDROLISE ALCALINA COM
[NaOH]= 1,0 mol L-".
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Fonte: O Autor (2025).

Esses dados evidenciam que nas condicbes em que foram realizadas as
reagoes de derivatizagcao (ver a seguir), a reagao de hidrélise dos derivatizantes
analisados nao contribui significativamente para formacao do produto de interesse
e essas moléculas se mostram interessantes para as reacoes frente ao ACF.

O APNF é outra molécula estudada para a deteccéo do glifosato e teve seu
estudo de hidrdlise avaliado nas mesmas condi¢cdes da reacdo com o OF. Nesse
caso ele foi usado para detecgao indireta de glifosato pela reagdo nucleofilica e
dessa forma é importante avaliar qual a contribuicdo da reacao de hidrodlise para a
formagao do produto que permite identificar a presenga de glifosato. A hidrolise do
APNF leva a formacao do acetato e do p-nitrofenol (PNP) (Figura 41), e a cinética
dessa reacgdo foi acompanhada em diferentes condigbes de pH (9,0-10,5), a
temperatura de 25 °C, mas por um tempo menor em relacdo aos demais
derivatizantes, visto que sua hidrolise é conhecidamente mais rapida em relagao as

outras moléculas avaliadas.
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FIGURA 41- ESQUEMA DA REAGAO DE HIDRQLISE DO APNF FORMANDO O PNF,
PRODUTO QUE POSSIBILITA A DETECCAO INDIRETA DO GLIFOSATO.
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Fonte: O Autor (2025).

A formacgao do PNF foi observada nas reagdes acompanhadas em pH 9,0,
9,5, 10,0 e 10,5, com a formacgao de uma banda de absor¢ao bastante intensa na
regiao proxima a 400 nm (Figura 42 (A)). Essa reacgéao de hidrélise do APNF é mais
lenta proximo ao pH 7,0, podendo ser considerada desfavoravel'?*, mas acima de
pH 9,0 se mostrou mais rapida, obtendo-se uma constante de velocidade de 5,4.10

2min~' em pH 10,0, por exemplo (Figura 42 (B)).

FIGURA 42- REAGCAO DE HIDROLISE DO APNF ACOMPANHADA POR 2 h, EM pH 10,0, T= 25
°C, [APNF]= 10-5 mol L-'. (A) ESPECTROS CONSECUTIVOS DA HIDROLISE EM MEIO
AQUOSO DO APNF, (B) AJUSTE CINETICO OBTIDO UTILIZANDO A EQUACAO 1 (PARA
PRODUTO).

0,5 0,30
0,4 0,25
03- c 0,20 -
@ =
3 S 0,154
< 3
0.2 2
<
0,10+ k =5,4.102 min™
0,1
0,05
0,0 : ‘ ‘ : : . T . T T
200 300 400 500 600 0 20 40 60 80 100 120
Comprimento de onda (nm) Tempo (min)

Fonte: O Autor (2025).
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Outra molécula para deteccéo indireta de glifosato foi avaliada nesse estudo,
o 2,4-dinitrofenilfosfato (DEDNPP), que, assim como o APNF sofre hidrélise (Figura
43) e um dos produtos formados, o DNP, é colorido (cor amarela) e pode indicar a

presenca de glifosato no meio reacional.

FIGURA 43-ESQUEMA DA REAGAO DE HIDROLI§E DO DEDNPP FORMANDO O DNP,
PRODUTO QUE POSSIBILITA A DETECCAO INDIRETA DO GLIFOSATO.
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Fonte: O Autor (2025).

A fim de possibilitar uma avaliagdo mais precisa sobre essas reacgdes, a
hidrolise do DEDNPP também foi acompanhada por espectroscopia de UV-Vis. As
reagcoes foram acompanhadas por espectroscopia de UV-Vis a T = 25 °C pelo
tempo de 3 horas, na faixa de pH 8,0 - 10,0, e os resultados obtidos para a condicéo

de menor e de maior pH estdo apresentados na Figura 44.
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FIGURA 44- (A) ESPECTROS CONSECUTIVOS OBTIDOS PARA A REAGAO DE HIDROLISE
DO DEDNPP EM pH 8,0 e T=25 °C, [DEDNPP]= 10- mol L, (B) PERFIL CINETICO OBTIDO
PARA O PRODUTO EM 400 nm, pH 8,0, (C) ESPECTROS CONSECUTIVOS OBTIDOS PARA A
REACAO DE HIDROLISE DO DEDNPP EM pH 10,0 e T = 25 °C; [DEDNPP]= 10 mol L', e (D)
PERFIL CINETICO OBTIDO PARA O PRODUTO PNP EM 400 nm, pH 10,0.
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Fonte: O Autor (2025).

Os conjuntos de todos os espectros obtidos para as reagoes de hidrolise do
DEDNPP em ambos os valores de pH evidenciam o perfil tipico para a hidrdlise
desse OF (Figura 44 (A) e (C)), com maior intensidade da banda de absorgcdo em
400 nm para a reacao em pH 10,0. Observando-se as constantes de velocidade de
pseudo-primeira ordem obtidas para essas reacdes fica evidente que a hidrdlise é
uma via competitiva a reacdo do DEDNPP com o glifosato. Ainda, a hidrélise do
DEDNPP (k= 2,24.10° min'), ocorre com uma constante mais lenta do que a
hidrolise do APNF, que tem uma constante de velocidade observada de 5,4.102

min-'para as mesmas condigbes de reagao.

A Tabela 3 resume de forma mais simplificada todos os resultados obtidos
através das reagdes de hidrélise dessas moléculas, os OF’s, os derivatizantes e as

moléculas para deteccao indireta de OF’s. O acefato e glifosato ndo hidrolisam nas
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condicbes em que o estudo foi conduzido. J&4 as moléculas derivatizantes
hidrolisam muito lentamente nas condi¢des das reacdes de detecgao colorimétrica,
apresentando constantes de velocidade de reacdo somente em condigdes mais
alcalinas ([NaOH] = 0,1 mol L"), com concentragdo de ions hidroxido superior
aquelas em que as reacgbes foram realizadas, ou seja, essas hidrolises nao
contribuem para a formacdo dos produtos de interesse (ACFD e GFTD), que é
bastante interessante para as reagdes de detecgao colorimétrica. Ja as moléculas
para deteccao indireta dos OF’s, tanto APNF quanto DEDNPP apresentam
constantes de velocidade para a hidrolise nas condigdes das reacbes de
derivatizacdo, podendo influenciar na formacdo do produto PNF. Contudo, os
ajustes obtidos para o consumo do reagente, no caso do DNCB e APNF, sao muito
proximos, quando nao iguais, as constantes de velocidade de formacdo dos
produtos, o que aponta a formacdo de um unico produto de hidrélise dessa

molécula que absorve nessa regido do espectro préxima a 400 nm.

TABELA 3- RESUMO DOS DADOS DAS REACOES DE HIDROLISE DOS OF’s E
DERIVATIZANTES E DAS MOLECULAS PARA DETECGAO INDIRETA DE GLIFOSATO A T=25

°C.
COMPOSTO HIDROLISE
Condigao avaliada Evidénci Constante
ade
produto
@) —
i IIDI H 7,0-9,0
/]\N/ g PR A,5-9, No
OF’s H /O _
[ACEFATO]= 0,05 mol L' [NaOH]=0,1 mol L
Oy
HO)J\/N\/FI’\ H *Ocorre somente via Nao
O|_? biodegradagao -
[GLIFOSATO]= 0,05 mol L™
F
NO,
Até [NaOH]=0,04 mol L Sim *k= 7,05 min.L.mol"!
Derivati- NO,
zantes [DNFB]=10" mol L
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Moléculas
para
deteccao

indireta

Cl [NaOH]=0,1 mol L’
NO, pH 7,0-10,0 Kprog= 9.10 min™?
[NaOH]= 0,1 mol L' Sim
NO, [NaOH]= 1,0 mol L'
) - -1
[DNCBJ= 10 mol L (NaOF=1.0molt
kprod= 0,01 min-1
Kreag= 0,01 min?
O._H
pH 7,0-9,0 Sim B
NO,
[4-NBZ]= 10 mol L
[NaOH]=0,1 mol L Sim Nao ajusta
pH 9,0
kprod= 3,5. 102 min?
Kreag= 3,7.102 min™
o)
Ao pH 9,5
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kprod= 2, 2 10_3 mil‘l'1

*Hellinger, R., et al., 2020797
*Silerio-Vasquez, et I., 202453
Fonte: O Autor (2025).

5.2.2 ESTUDOS CINETICOS DAS REACOES COM O ACEFATO

Estamos buscando a deteccéo colorimétrica do acefato, e assim, € muito
importante conhecer sobre a sua reatividade, quais fatores influenciam sua
reatividade e quais produtos podem ser formados. O pKa do hidrogénio ligado ao
nitrogénio do acefato é préximo a 8,35 (Figura 45) e isso é importante porque as
reacbes que propomos aqui envolvem o ataque nucleofilico desse atomo de
nitrogénio a centros eletrofilicos presentes na estrutura quimica dos derivatizantes.
Considerando os resultados obtidos até entdo com as reagdes de hidrolise foram
realizados os estudos cinéticos do acefato com os derivatizantes propostos: 4-NBZ,
DNCB e DNFB.

FIGURA 45- ESQUEMA DO EQUILIBRIO DE DISSOCIAGAO DO ACEFATO EM pKa 8,35.

! Acefato !
o i ° §
: /l\N/ I>s~  pK,=8,35 )J\N/Fr\s/ .
! H /0 - /o

Fonte: O Autor (2025).

5.2.2.1 ESTUDOS CINETICOS DAS REACOES DO ACEFATO COM 4-
NITROBENZALDEIDO (4-NBZ)

Como ja mencionado anteriormente, existem poucos estudos acerca de
deteccao do acefato, lembrando que ainda muito pouco se sabe acerca da sua
reatividade e que as reagdes entre esse OF com as moléculas derivatizantes

escolhidas sdo inéditas na literatura. Diferentemente do glifosato, que possui um
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grupo funcional amina em sua estrutura, o acefato apresenta um nitrogénio
amidico, que, apesar de menos reativo quando comparado ao nitrogénio de
aminas, também se espera que possa atacar o carbono carbonilico da porgao
aldeido do 4-NBZ, conforme esquematizado na Figura 46, levando a formacgao de

um produto colorido que possa ser detectado colorimetricamente.

FIGURA 46- POSSIVEL REACAO ENTRE ACEFATO E 4-NBZ.

o) :

N .

i )J\H/P\ / OH 1l E

| °S B /P\ |

! (o) pH 7,0-9,5 N \SC?I-CI:Hs !
/ L sem

4-NBZ O,N o E
NO, ACF |

Fonte: O autor (2025).

A fim de verificar se ocorre a formagao de produto, a reagao entre acefato e
4-NBZ foi acompanhada no UV-Vis por 17 horas, na faixa de pH de 8,5-11,0, a
temperatura ambiente. Foi observado que essa reagao ocorre nessas condi¢cdes de
pH, e acima do pH 9,0 é possivel observar a pequena variagdo na absorcéo na
regiao proxima a 250 nm. O conjunto de espectros obtido com essa reagao em pH
11,0, bem como a variagdo de absorbancia em relagcdo ao tempo estao
apresentados na Figura 47.

Ao observar a Figura 47 (A) pode-se afirmar que ha a formagdo de uma
banda na regido préxima a 250 nm, cuja variagdo na absorbéancia é pequena, mas
que possivelmente corresponde a um produto novo. Esse produto, que pode ser
detectado através do UV-Vis, teve seus dados experimentais ajustados a equagao
de uma cinética de pseudo-primeira ordem (Figura 47 (B)) e tem uma k= 6,0.10"
min-'. Na Figura 47 (C) estéo apresentados os espectros no inicio da reagdo de
hidrolise alcalina do 4-NBZ (linha laranja) e no final dessa reacao (linha verde). A
diferenca entre elas é importante porque evidencia se tratar de substancias
diferentes, que absorvem em regides diferentes do espectro. Assim, olhando a
Figura 47 (C) fica mais clara a diferenca entre esses perfis e o comprimento de
onda no qual absorvem:~400 nm para a banda do produto de hidrolise do 4-NBZ e
~250 nm para a banda de absor¢ao do produto formado através da reagao do 4-

NBZ e do acefato. Ressaltando que a formacao desse produto de hidrolise do 4-
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NBZ foi obtido sob uma concentracdo de NaOH de 1,0 mol L', uma concentragéo
alta de ions "OH em relagao a utilizada nessas reacgdes (pH 7,0-9,5), o0 que mostra
que realmente o produto da reacado do 4-NBZ com acefato em 250 nm se deve a
reacao entre acefato e 4-NBZ. E que a hidrélise nao contribui para esse processo,

visto que em pH 11, 4-NBZ néo evidencia nenhuma reagdo apenas em agua.

FIGURA 47- (A) ESPECTROS CONSECUTIVOS OBTIDOS PARA A REACAO DO ACEFATO COM
O 4-NBZ, COM [ACEFATO]=0,05 mol L', [4-NBZ] = 10 mol L-'; pH 11,0 e T=25 °C, (B) PERFIL
CINETICO OBTIDO PARA O PRODUTO EM 250 nm e (C) COMPARATIVO ENTRE OS PERFIS
DE HIDROLISE DO 4-NBZ EM [NaOH]= 1,0 mol L* COM OS PERFIS DA REACAO DE
DERIVATIZACAO DO 4-NBZ COM O ACEFATO EM pH 11,0.
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Fonte: O Autor (2025).
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5.2.2.2 ESTUDOS CINETICOS DAS REACOES DO ACEFATO COM DNCB.

O DNCB pode reagir com o acefato formando o produto colorido ACFD, o
que possibilita sua identificacao e indica a formacao de um composto novo. Essa
reagcao pode ocorrer com o ataque nucleofilico do nitrogénio do acefato ao atomo
de carbono aromatico do DNFB. Porém, o DNCB pode também sofrer hidrélise em
meio aquoso levando ao DNP, também amarelo, mas com diferente Amax. A Figura
48 apresenta o esquema dos possiveis caminhos da reacao entre o acefato e o
DNCB.

FIGURA 48- POSSIBILIDADES REACIONAIS ENTRE ACEFATO E DNCB: FORMAGAO DE UM
NOVO PRODUTO OU HIDROLISE DO DNCB EM MEIO AQUOSO.

.........................................................................

.........................................................................

FONTE: O autor (2025).

Com o objetivo de conhecer o que de fato ocorre entre o acefato e DNCB e
buscar otimizar as condi¢cdes para essa reagao foram realizados estudos iniciais,
colocando duas condigdes diferentes, (i) com acefato em excesso e (ii) com DNCB
em excesso. Os espectros consecutivos obtidos com acefato em excesso em pH
11,0 estdo apresentados na Figura 49 (A), bem como o perfil cinético para essa
reacao na Figura 49 (B). Essa reacao foi também realizada em pH 7,0 e 8,0, porém
nessas condicbes de pH a reagdo ndo ocorreu (esses dados estao apresentados
no Anexo A7). Ja em condi¢gdes um pouco mais alcalinas, pH 9,5,10,0 e 10,5 (dados
estdo apresentados no Anexo 7), houve variagdo nas absorbancias na regido de
formacdo do ACFD, entretanto nao foi possivel obter os ajustes cinéticos para

esses dados, devido a reacgao ser lenta.
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FIGURA 49- (A) ESPECTROS CONSECUTIVOS OBTIDOS PARA A REACAO DO ACEFATO COM
O DNCB, COM ACEFATO EM EXCESSO. [ACF]=0,05 mol L-"; [DNCB]= 1,0.10° mol L-'; pH 11,0 e
T=25 °C. (B) PERFIL CINETICO OBTIDO PARA O PRODUTO EM 340 nm COM ACEFATO EM
EXCESSO e (C) COMPARATIVO ENTRE OS PERFIS DE HIDROLISE DO DNCB EM [NaOH]=1,0
mol L' E DA REAGAO DO DNCB COM ACEFATO EM pH 11,0.
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Fonte: O Autor (2025).

Analisando a Figura 49 (A) é possivel observar o aparecimento de uma
banda intensa em aproximadamente 345 nm, que corresponde a formacao de um
produto novo. Ainda, na Figura 49 (B) nota-se um ajuste satisfatério dos dados a
um perfil de pseudo-primeira ordem, indicando que a reagdo nessas condi¢des
deve seguir esse perfil, e apresenta uma constante de velocidade de 0,01 min-'. Ao
compararmos os perfis da hidrolise alcalina do DNCB (em [NaOH]= 1,0 mol L") e
da reacao do DNCB com o acefato em p 11,0, Figura 49 (C), percebemos que de
fato trata-se de um produto diferente daquele formado pela hidrdlise alcalina do

DNCB. Ressalta-se que, assim como com o 4-NBZ, também nesse caso a
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formacdo do produto de hidrolise do DNCB foi obtido somente sob uma
concentragédo de NaOH de 1,0 mol L-" (k=9,0.10 min-). Isso mostra que realmente
o produto em 345 nm se deve a reagao entre acefato e DNCB, pois em pH 11,0 a
hidrolise praticamente ndo contribui. A condicgdo com DNCB em excesso também
foi estudada, mas foi observada sobreposi¢cdo das bandas,tornando mais dificil o

estudo dos sinais e impossibilitando a obtengdo de um ajuste para essa cinética.

5.2.2.3 ESTUDOS CINETICOS DAS REACOES DO ACEFATO COM DNFB

O DNFB pode reagir com o nitrogénio presente na estrutura quimica do
acefato, levando a formacédo do ACFD (produto que pode apresentar cor). De
acordo com o estudo que avaliou a derivatizagéo do glifosato com o DNFB, a reagéo
de hidrolise do derivatizante é competitiva a reagcdo de derivatizagao, e leva a
formagao do produto fendlico DNP que absorve na regido ~400 nm.'®” Da mesma

forma pode ocorrer na reacédo do acefato com DNCB (Figura 50).

FIGURA 50- POSSIBILIDADES REACIONAIS ENTRE ACEFATO E DNFB: FORMAGCAO DE UM
NOVO PRODUTO E HIDROLISE DO DNFB EM MEIO AQUOSO.

.........................................................................

.........................................................................

Fonte: O autor (2025).

Essa reacao de derivatizagao, assim como as demais, foi acompanhada por
UV-Vis por 17 horas, a temperatura ambiente, variando-se o pH, nesse caso, de
8,0-11,0 e em diferentes concentragcdes de acefato. A formacdo da banda em
aproximadamente 340 nm foi observada em todas as condicdbes de pH,
evidenciando que com esse derivatizante o acefato foi bem reativo e conseguiu
levar a reagdes com formacao de produtos coloridos em todos os pH’s avaliados,

porém, somente em pH 9,5 foi obtido um bom ajuste dos dados a equagao de
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pseudo-primeira ordem. Os espectros consecutivos obtidos para essas reacgdes
estdo apresentados na Figura 51, onde as Figuras 51 (A) e (B) se referem aos

dados em pH 8,0 e as Figuras 51 (C) e (D) aos espectros obtidos em pH 9,5.

FIGURA 51- (A) ESPECTROS CONSECUTIVOS OBTIDOS PARA A REACAO DO ACEFATO COM
O DNFB, COM ACEFATO EM EXCESSO. [ACEFATO]=0,05 mol L' ; [DNFB]= 10-° mol L-*; pH 8,0
e T=25 °C, (B) PERFIL CINETICO OBTIDO PARA O PRODUTO EM 340 nm COM ACEFATO EM
EXCESSO EM pH 8,0, (C) ESPECTROS CONSECUTIVOS OBTIDOS PARA A REAGAO DO
ACEFATO COM O DNFB, COM ACEFATO EM EXCESSO [ACEFATO]=0,05 mol L' ; [DNFB]= 10
5mol L'; pH 9,5 e T=25 °C e (D) PERFIL CINETICO OBTIDO PARA O PRODUTO EM 340 nm COM
ACEFATO EM EXCESSO EM pH 9,5.
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Fonte: O autor (2025).

Observando-se as Figuras 51 (A) e (C), fica evidente que a reac&o ocorre,
visto que ha o surgimento de uma banda que n&o existia no conjunto de espectros
obtidos para o acefato. Ainda, essa banda de absorcido em ~340 nm, é claramente
diferente daquela obtida para a hidrolise do DNFB, onde a banda de absorg¢ao

referente ao produto DNP ocorre na regiao proxima a 400 nm. Assim, pode-se
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afirmar que essa reacgao ocorre e o produto formado apresenta absor¢cdo nessa
regiao do espectro e pode, portanto, ser detectado colorimetricamente. Porém, os
dados experimentais referentes ao pH 8,0 (Figura 51 (B)) ndo se ajustam a uma
equacéao de cinética de pseudo-primeira ordem, enquanto em pH maior, como no
pH 9,5 (Figura 51 (D)), os dados experimentais seguem o modelo de pseudo-
primeira ordem. Pode ser observada também a diferenga entre os dois conjuntos
de espectros obtidos para essas reagdes: em pH 8,0 (Figura 51 (B)) a reagao se
mostra mais lenta, e com um inicio de reacéo bastante diferente do que ocorre em
pH 9,5 (Figura 51 (D)). Nessa condi¢ao de pH 9,5 a reagdo se mostra mais rapida
(k=0,02 min"") e o perfil aumenta até a formagao de um platd, que evidencia o final
dessa reagao logo apds os 100 minutos. Apesar dos diferentes perfis cinéticos, em
ambos os casos houve a formagédo de uma banda de absorgéo na regido proxima
a 340 nm, que possivelmente se deve ao produto colorimétrico de interesse.
Quando comparamos os espectros consecutivos obtidos para a hidrélise alcalina
do DNFB (k=7,05.10- min"") e os espectros consecutivos obtidos para a reagéo do
acefato com DNFB em pH 11,0 (k = 0,02 min") apresentados na Figura 52 (A),
pode-se perceber que a banda intensa na regiao préxima a 340 nm é claramente
diferente da banda ja conhecida da reagao de hidrolise do DNFB em meio alcalino.
Ainda, essa Figura 52 (B) exibe um comparativo entre os perfis obtidos para as
reacoes do acefato com DNFB (laranja) e com DNCB (verde), onde fica evidente a
formacdo do mesmo produto, uma substancia que absorve em comprimento de
onda maximo de aproximadamente 340 nm, e que ja era esperado, de acordo com
o que foi representado nos esquemas das Figuras 48 e 50. Ainda, vale ressaltar
que a reagao com DNFB se mostrou mais rapida e apresenta maior contribuicao da

hidrolise do derivatizante.
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FIGURA 52- COMPARATIVO ENTRE (A) OS PERFIS DE HIDF\ZOLISE DO DNFB E DA REACAO
DO DNFB COM ACEFATO E EM (B) OS PERFIS DAS REACOES ENTRE O DNFB E O DNCB
COM O ACEFATO. T=25 °C, [ACF]=0,05 mol L', [DNFB]= 10-5 mol L-*, [DNCB]= 10-5 mol L.
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Fonte: O autor (2025).

5.2.2.3 RESUMO DAS REACOES DO ACEFATO COM 4-NBZ, DNCB E DNFB.

Um breve resumo relativo as reagdes de hidrélise dos derivatizantes e suas
reagcoes com acefato esta apresentado na Tabela 4. Pode-se dizer que no caso das
trés moléculas derivatizantes avaliadas frente ao acefato, houve a formacao da
banda de absorgédo referente a formagdo de um produto, mas, em algumas
condigbes sem ajuste dos dados experimentais ao modelo de pseudo-primeira
ordem. A condi¢ao otima para cada derivatizante corresponde ao pH do meio no
qual a reagao ocorreu e foi possivel o ajuste dos dados a esse modelo cinético.

Observando os dados obtidos e mostrados nessa Tabela 4, podemos
concluir que a formacao do ACFD para a reacao do acefato com o DNCB (k=0,01
min-') € mais rapida do que o valor da constante obtido para a reagdo de hidrolise
alcalina do DNCB (k=9,0.10* min-"). Lembrando que nessas condigdes de pH em
que foi realizada a reacao de derivatizagao, a hidrélise néo ocorre, nao contribuindo
para a formacgao do produto colorido. E, quando olhamos para os dados da reagao
do acefato com o DNFB a situagao se repete, pois a reacdo tem uma constante de
velocidade de 0,02 min-', enquanto a hidrélise alcalina do DNFB ocorre a uma taxa
de 7,05.10° min'. Ou seja, a hidrolise do DNFB mesmo em condigbes mais
alcalinas ocorre mais lentamente do que a reacdo de formagao do ACFD, o que

pode ser observado nessa Tabela 4, que apresenta o tempo de meia-vida para
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essas reagoes (~236 horas para a hidrélise e ~35 minutos para a reagao com o
acefato nesse pH 9,5). Quanto a reagédo do acefato com 4-NBZ, houve também
uma pequena variagao na absorbancia na regiao proxima a 250 nm, indicando a
formagao de um produto novo, que apesar de incolor a olho nu, apresenta um perfil
diferente daquele obtido para a hidrélise desse derivatizante e pode ser detectado
através dessa técnica. Assim, ao olharmos os dados obtidos para essas reagdes
podemos dizer que todas as moléculas avaliadas atingiram o objetivo de levar a
formacao do produto que possibilita a detec¢ao do acefato através desse método.
Dentre esses derivatizantes o DNFB é a molécula que se mostrou mais promissora,
apresentando uma significativa variagcdo na absorbancia na regidao ~340 nm. Essa
banda de absorcado observada indica a formacao do produto colorido ACFD em
todos os pH’s avaliados, e evidencia o potencial do DNFB para a derivatizagao de

OF’s, como ja observado no estudo que inspirou esse trabalho.'%”

TABELA 4- RESUMO DOS DADOS DAS REAGOES DOS OF’s E DERIVATIZANTES A T=25 °C.

0
o
)J\N/I?\S/

H/O

[ACEFATQO]= 0,05 mol L-1

Derivatizante Faixa Condigao Constante e ti2
estudada (pH) 6tima (pH) t12 (hidrélise)
O H
k=0,006 min-’
8,5-11,0 11,0 t12 =116 min Nao reage
NO,

[4-NBZ]= 10 mol L -

Cl
NO; k=0,01 min"

7,0-11,0 11,0 t12 =70 min Nao reage
NO,

[DNCB]= 10" mol L™’
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F

NO, k=0,02 min-"
80-11.0 95 tr2 = 35 min t10= 236 h

NO,

[DNFB]=10" mol L

Fonte: O autor (2025)

A fim de elucidar de forma completa o que ocorre em cada caso, qual o
comportamento do acefato em solugéo e qual(is) o(s) produto(s) formados, foram
realizadas analises através da técnica de RMN de 'H e 3'P para a reagdo de

hidrolise do acefato e para essa reacao entre o acefato e o DNFB.

5.2.3 ESTUDO MECANISTICO DAS REACOES DO ACEFATO

5.2.3.1 REACAO DE HIDROLISE DO ACEFATO

A cinética da reacdo de hidrdlise do acefato foi acompanhada através da
técnica de RMN a fim de compreender quais produtos poderiam estar sendo
formados. Para que se possa verificar quais dessas moléculas, podemos, de fato,
estar observando nos espectros de RMN consideramos o esquema na Figura 50,
que mostra todas as possibilidades de produtos a partir das possiveis

fragmentagdes da molécula do acefato (Figura 53).
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FIGURA 53- PROVAVEIS PRODUTOS QUE PODEM SER OBTIDOS A PARTIR DA HIDROLISE
DA MOLECULA DO ACEFATO.
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Fonte: O autor (2025).

O acefato € uma molécula quiral devido aos quatro ligantes diferentes no
fésforo, além disso, apresenta quatro possiveis produtos resultantes das clivagens
das ligagdes P-O, P-N, P-S e C-N (Figura 53). Através da quebra da ligagao P-O
se obtém o produto SMPT; se a quebra for na ligacdo P-S o produto sera OMAPAA
, enquanto que, se a ligagdo a quebrar for P-N o produto sera o DMPT'2, Ja o
principal produto de hidrdlise do acefato*®, o metamidofos, é formado a partir da
quebra da ligagado C-N. Com isso se torna mais clara a investigagdo sobre qual ou
quais produtos podem ser formados através da reacdo do acefato com DNFB e
com as outras moléculas derivatizantes.

Foi dado sequéncia, entdo, a um estudo acerca da hidrdlise do acefato,
através da técnica de RMN. Vale ressaltar que os estudos da hidrdlise do acefato
através da técnica de UV-Vis ndo apresentaram variagdo significativa na
absorbancia em toda a faixa de pH avaliada, o que apontava no sentido de nao
ocorrer reagao nessas condicoes. Dessa forma, foram obtidos os espectros
consecutivos através da técnica de RMN para a hidrolise basica, pH 10,0 (Figura

54), em temperatura ambiente.
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FIGURA 54- ESPECTROS SUCESSIVOS *'P {H} NMR (50 MHz, D20) PARA A REACAO DE
HIDROLISE DO ACEFATO (0,1 mol L"), pD 10,4, 25 °C.
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Fonte: O Autor (2025).

Os espectros sucessivos de RMN de 3'P para essa reagdo de hidrolise
apresentados nessa Figura 54 evidenciam que ha a formacao dos trés possiveis
produtos de hidrdlise'?: O sinal em 37,60 ppm referente ao acefato, o sinal
observado em 14,90 ppm € atribuido ao SMPT, o sinal do DMPT em 24,80 ppm e
em -2,90 ppm o sinal que indica também a formagdo do OMAPAA. Todos esses
sinais foram observados em uma proporgao bastante pequena em relagao ao sinal
do acefato, e, o inicio do surgimento dos sinais se da somente apds o primeiro dia
de reacgao, nao influenciando na formacao de produtos da reagao de derivatizagcao

do acefato, pois a mesma ocorre em um tempo inferior a 300 minutos.

5.2.3.2 ESTUDO MECANISTICO DA REACAO DO ACEFATO COM DNFB.

A cinética da reacdo do acefato com DNFB também foi acompanhada
através da técnica de RMN de 3'P nas mesmas condi¢des da reagdo de hidrdlise,

e 0s espectros obtidos sdo apresentados a seguir (Figura 55). Com esses dados é
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possivel compreender qual ou quais produtos podem ser formados a partir dessa
reacao do acefato com DNFB e quais podem ser relativos a reagao de hidrolise do
DNFB.

FIGURA 55- ESPECTROS SUCESSIVOS 3'P NMR (50 MHz, D20) PARA A REACAO DO DNFB
(0,1 mol L'y COM ACEFATO (0,1 mol L"), pD 10,4, 25 °C.
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Fonte: O Autor (2025).

Ao analisar a Figura 55, observando o final da reagao, pode-se notar o
surgimento de alguns sinais que apontam alguns produtos formados. Pode-se
perceber a presencga dos sinais referentes ao OMAPAA (produto da quebra da
ligacado P-S) proximo a -2,78 ppm e em 15,01 ppm o sinal referente ao SMPT (da
quebra da ligagdo P-O). Também é visto nesse espectro, sinal em 25,09 ppm
referente ao DMPT (da quebra P-N do acefato), além do sinal do proprio acefato na
regidao de 37,45 ppm. Esses sinais observados sdo os mesmos que ja foram
observados nos espectros da hidrolise (pH 10,0) do acefato, e reportados na
literatura como sinais dos possiveis produtos de hidrélise do acefato'?°. Em ambos
os experimentos realizados, da hidrélise e também da reacdo com DNFB, esses

sinais sdo formados a partir do segundo dia de reacao, e os espectros obtidos sao
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muito similares aos espectros obtidos através da reagao de hidrélise do acefato, o
que pode evidenciar que nessas condicbes nas quais temos realizado os
experimentos de RMN a reagdo com DNFB provavelmente nao esta ocorrendo. Ou
ainda que nas condicdes avaliadas, o produto formado estda em pequena
quantidade, ndo podendo ser detectado.

Vale lembrar que nos experimentos em que a cinética dessa reacdo do
acefato com DNFB foi acompanhada através da técnica de UV-Vis, foi observada
a formacédo de uma banda de absor¢cédo na regido proxima a 340 nm, e que é
diferente ao produto de hidrolise do DNFB. E que a hidrélise do acefato ndo leva a
formagédo de produtos que absorvem na regido do UV-visivel. Entdo, através do
UV-Vis mostramos que essa reagao esta ocorrendo, inclusive de forma
relativamente rapida, visto que em pH 9,0, por exemplo, a partir de 100 minutos a
reacao atinge um platd, que estaria indicando o final dessa reacdo, com uma
constante de 0,018 min-'.

Em resumo, mesmo que ainda se tenha que confirmar o mecanismo e os
produtos obtidos, nota-se que é uma reagdo promissora, que ocorre com a
formacao de um produto colorido que pode ser acompanhado através do detector
colorimétrico, que € um dos objetivos desse trabalho, e, mais uma vez evidenciado,

qgue a hidrélise nao contribui significativamente para a formacgao desse produto,

5.2.4 ESTUDOS CINETICOS DAS REACOES COM O GLIFOSATO

Para que se possa avaliar a reagéo entre o glifosato e os derivatizantes é
necessario observar o equilibrio (Figura 56) entre as espécies do glifosato
presentes no meio, nas condigdes de pH em que avaliamos essas reagdes de
derivatizacdo. Isso € importante porque é a espécie que possui 0s oxigénios
desprotonados (acima de pH 10,6) a que apresenta maior reatividade para atuar

como nucledfilo em reacdes de substituicao nucleofilica.

FIGURA 56- EQUILIBRIO ENTRE AS ESPECIES DO GLIFOSATO.

02:
_|_
i
O/|
T
2
]
B
N
k
<
P
|

Fonte: O autor (2025).
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5.2.4.1 ESTUDOS CINETICOS DAS REACOES DO GLIFOSATO COM 4-NBZ.

O 4-NBZ foi uma das moléculas escolhidas devido a sua capacidade de
reagir com o nitrogénio do glifosato (Figura 57), assim como ocorreu com o
acefato. Espera-se que o par de elétrons livres do nitrogénio ataque o atomo de
carbono da carbonila do grupo funcional aldeido, levando a formagado de um

produto colorido, capaz de ser detectado colorimetricamente.

FIGURA 57- POSSIBILIDADE DE REAGAO ENTRE GLIFOSATO E 4-NBZ.
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Fonte: O autor (2025).

As reacdes entre glifosato e 4-NBZ foram realizadas em diferentes pH’s
(8,0,9,0 e 11,0), atemperatura ambiente e seguidas por espectroscopia de UV-
Vis por cerca de 17 horas. O conjunto de espectros obtido para essa reacao em

pH 11,0 esta apresentado na Figura 58.
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FIGURA 58- (A) ESPECTROS CONSECUTIVOS OBTIDOS PARA A REAGCAO DO GLIFOSATO
COM O 4-NBZ, COM GLIFOSATO EM EXCESSO. [GLIFOSATO]=0,01 mol L' ; [4-NBZ]= 10-5 mol
L', e T=25 °C, em pH 11,0 e (B) PERFIL CINETICO OBTIDO PARA O PRODUTO EM 244 nm E
(C) COMPARATIVO ENTRE OS PERFIS DE HIDROLISE DO 4-NBZ EM Ph 10,0, HIDROLISE
ALCALINA DO 4-NBZ ([NaOH= 1,0 mol L"' E DA REAGAO DO 4-NBZ COM GLIFOSATO pH 11,0.

0,29
0,8
0,28
pH 11,0
0,27
0,6
£ 0,26
c
0 < 0,25
< 04 3
» 0,24
o k=2,410"min"
< 0,23
0,2
0,22 -
0,21
010 T T T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 0 100 200 300 400 500 600
Comprimento de onda (nm) t (min)
0,5
—— inicio da hidrolise do 4-NBZ
—— final da hidrélise do 4-NBZ
0,4+ —— inicio da derivatizagdo 4-NBZ + GLI
final da derivatizacdo 4-NBZ + GLI
—— inicio da hidrdlise alcalina do 4-NBZ
0,3 —— final da hidrdlise alcalina do 4-NBZ
)
Qo
< 0,2
0,1 \
0,0

T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550

Comprimento de onda (nm)

C

Fonte: O autor (2025).

Os dados obtidos evidenciam que essa reacao de derivatizacao utilizando o
4-NBZ acontece em pH acima de 9,0 (dados apresentados no anexo), e, apesar de
pequena, existe uma variagao de absorbancia na regiao ~244 nm (Figura 58 (A)),
0 que indica haver formacao de produto nessas condi¢cdes. Porém trata-se de um
produto incolor, visto que absorve na regido do ultravioleta do espectro. Ainda, pode
ser constatado também um ajuste satisfatério dos dados a um perfil de pseudo-
primeira ordem, o que indica que a reagao nessas condicbes deve seguir esse
perfil, e apresenta uma constante de velocidade de 2,4.10* min"" em pH 11,0

(Figura 58 (B)). Quando comparamos os perfis da hidrélise do 4-NBZ e da hidrdlise
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alcalina 4-NBZ, Figura 58 (C), fica claro que somente ha uma pequena formagao
de produto de hidrdlise do 4-NBZ em condicdes de pH superiores ao utilizado nas
reagbes de derivatizagdo com glifosato, [NaOH] = 1,0 mol L' e, ainda assim, com
pouca variagao na absorbancia. Lembrando que essa concentragao de ions "-OH é
maior do que aquelas utilizadas nas reacbes em pH 8,0-11,0. Isso mostra que
realmente o produto formado nessa reagdo se deve a reagéo entre glifosato e 4-
NBZ, pois em pH 11,0 a hidrélise praticamente nao contribui.

Além do 4-NBZ, o estudo com o glifosato seguiu com o derivatizante DNCB,

similar em estrutura quimica ao DNFB'%7, que baseou a ideia desse trabalho.

5.2.4.2 ESTUDOS CINETICOS DAS REACOES DO GLIFOSATO COM DNCB.

Os estudos com o glifosato frente ao DNCB procederam da mesma forma
dos estudos utilizando o acefato. Também aqui foram variadas as condigbes de
(i) excesso de glifosato e (ii) excesso de DNCB. Como se tratam de reacdes
bastante similares as possibilidades reacionais sdo as mesmas, com o DNCB
(assim como o DNFB) podendo hidrolisar e levar a dormagéao do DNP e/ou reagir
com o glifosato formando o produto colorimétrico de interesse GFTD. A Figura 59
apresenta um esquema do possivel caminho da reacado entre o glifosato e o
DNCB.

FIGURA 59- POSSIBILIDADES REACIONAIS ENTRE GLIFOSATO E DNCB: FORMACAO DE
UM NOVO PRODUTO OU HIDROLISE DO DNCB EM MEIO AQUOSO.
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Fonte: O autor (2025).



109

Assim como ocorreu com o acefato, o DNCB reagiu com o glifosato em
algumas condi¢des de pH formando o produto colorido que pode ser detectado,
mas também pode sofrer hidrolise produzindo DNP. Foram conduzidos
experimentos varrendo uma ampla faixa de pH (7,0-13,0), e nas condi¢cbes de pH
9,5 foi possivel observar a banda na regido do espectro proxima a 400 nm. Mas
foi no pH 10,5 que ela se mostrou mais intensa, evidenciando que essa é a
condi¢cado 6tima para essa reacdo. Vale ressaltar que consideramos o pH 10,5
como o pH 6timo para a reagao, porque na faixa de pH 10,5 — 13,0 ( que podem
ser observadas na Figura 60) a variagdo nas constantes de velocidade para
essas reagdes nao é tao significativa. Assim, € mais coerente a escolha de uma
condicao reacional mais branda. Ainda, pode-se afirmar que acima de pH 9,5 a
reagado ocorreu, mas em pH 9,5 e 10,0 ndo foi possivel ajustar os dados
experimentais ao modelo de pseudo-primeira ordem. Os conjuntos de todos os
espectros para as reagdes em pH superior a 10,5 estao apresentados na Figura
60, onde € possivel observar a pequena diferenga na variagédo de absorbancia
entre os perfis apresentados. Pode ser observada através da Figura 60 (A) a
presenca da banda em aproximadamente 268 nm que corresponde ao consumo
do reagente (DNCB). E é evidente também, nessa mesma Figura 60 (A), o
aparecimento da banda em 400 nm relativa a formacéo do produto de interesse,
o GFTD, uma vez que esse perfil se mostra diferente daquele obtido para a
hidrélise do DNCB.
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FIGURA 60- ESPECTROS CONSECUTIVOS E PERFIS CINETICOS OBTIDOS ATRAVES DA
REACAO ENTRE GLIFOSATO (0,05 mol L-') E DNCB (105 mol L") EM T = 25 °C,
ACOMPANHADA POR 10 h. Em (A), pH= 10,5; (B), pH = 11; (C) pH = 12 e (D) pH = 13.
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Fonte: O autor (2025).

Através dos ajustes dos dados experimentais dessas reagdes a equacao de
pseudo-primeira ordem (Equacgao 1, para produto, dados apresentados no anexo)
foram obtidas as constantes de velocidade para essas reagdes e os resultados

estao apresentados na Tabela 5.

TABELA 5- CONSTANTES DE VELOCIDADE OBTIDAS COM A VARIACAO DO pH NA REAGAO
DE PSEUDO-PRIMEIRA ORDEM ENTRE GLIFOSATO (0,05 mol L-') E DNCB (10-° mol L-') EM
T=25°C, ACOMPANHADA POR 10 h.

pH Kobs (reagente) Kobs (produto) ti2

10,5 1,41x10-3 min-* 1,57x103 min-"! 441 min
11,0 2,37x1073 min-! 2,02x10 min-! 343 min
12,0 3,18x103 min™" 2,63x103 min* 263 min
13,0 2,96x10 min-' 3,04x103 min-! 228 min

Fonte: O autor (2025).



111

Observando-se esses dados, podemos concluir que os ajustes obtidos para
consumo do reagente evidenciam se tratar, de fato, da formagdo de apenas um
produto através da reacao entre esses reagentes, ou seja, foi encontrada também
uma reagao que é seletiva. Ainda, comparando-se os valores de tempos de meia
vida obtidos para essas reag¢des com o tempo de meia vida para a reagcdo do DNFB
com glifosato’” (~0,8 min) fica evidente a maior reatividade desse derivatizante em
relacdo ao DNCB, cujo tempo de meia vida para a reagdao mais rapida apresentada
nessa tabela (~228 min) € muito maior do que o obtido no estudo de Hellinger, et
a/_107

A partir desses dados foi construido um grafico, apresentado na Figura 61,
que correlaciona os diferentes pH’s nos quais as reacdes foram acompanhadas
com as constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem obtidas para cada
experimento. O que se observa nessa Figura 60 é que a reagao se torna mais
rapida a medida que o pH aumenta, pois aumentam as espécies reativas no meio.
Por isso mesmo era esperado esse comportamento nao linear para a relagao entre

dados.

FIGURA 61- PERIL DE pH PARA A REACAO DO GLIFOSATO COM DNCB.
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Fonte: O autor (2025).

Foi em pH 10,5 que a reacdo se mostrou mais eficiente, dentre as
avaliadas, para a formacao do produto colorimétrico, pois € uma condicdo mais
branda em que a contribuicdo da hidrélise do DNCB é menor, ou praticamente

nao ocorre. Assim, a Figura 62 apresenta os ajustes obtidos para o consumo do
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reagente e a formagéao do produto dessa reagao na Figura 61 (A) e (B).

FIGURA 62- (A) PERFIL CINETICO PARA A REACAO DO GLIFOSATO COM O DNCB.
[GLIFOSATQ]=0,05 mol L'; [DNCB]= 10® mol L-'; pH 10,5 e T=25 °‘C. OBTIDO PARA O
REAGENTE EM 268 nm. A LINHA SOLIDA EM AZUL CORRESPONDE AO AJUSTE DOS DADOS
UTILIZANDOA EQUAGAO 2. (C) PERFIL CINETICO OBTIDO PARA O PRODUTO EM 400 nm. A
LINHA SOLIDA EM AZUL CORRESPONDE AO AJUSTE DOS DADOS UTILIZANDO AEQUACAO
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Fonte: O autor (2025).

Essas constantes de velocidade obtidas para o consumo do reagente e a
formagéo do produto, (k= 1,41.10° min™") e formagédo do produto (k= 1,57.10°3
min-') evidenciam que, de fato, temos um Unico produto nessa reagdo entre
glifosato e DNCB, o que é bastante desejavel para a detecgdo colorimétrica. E
importante mencionar que esse produto foi obtido em meio aquoso basico e
temperatura ambiente, de forma que essa reacdo se mostrou bastante
promissora. A Figura 63 a seguir apresenta um comparativo entre o inicio e o final
da reacao de hidrélise do DNCB e também o inicio e o final da reacdo do DNCB
com o glifosato, ambas a T=25 °C e acompanhadas por 17 h), onde se pode ver
de forma clara a diferenca entre ambos. O produto da reacéo de hidrdlise alcalina
do DNCB apresenta banda de absorg¢ao na regiao proxima a 400 nm, enquanto
o0 produto da reacdo de derivatizagdo absorve na regido de 350 nm. Essa
diferenca nos perfis obtidos evidencia que n&o se trata dos mesmos produtos,
pois sdo substancias que absorvem em regides até préximas, mas diferentes do

espectro do UV-Visivel.
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FIGURA 63- COMPARATIVO ENTRE OS PERFIS DOS ESPECTROS INICIAIS E FINAIS DA
REACAO DE HIDROLISE ALCALINA DO DNCB ([NaOH]= 1,0 mol L-' E DA REACAO DO DNCB
COM GLIFOSATO EM pH 10,5, T=25 °C, 17 h.

0,6
inicio da hidrélise DNCB,
0,5 - —— final da hidroélise DNCB
] inicio da derivatizagdo DNCB + GFT

0.4 —— final da derivatizacdo DNCB + GFT
(72} i
a 0,3
< i

0,2 -

0,1 \

0,0 T T T T T

200 300 400 500 600

Comprimento de onda (nm)

Fonte: O autor (2025).

A cinética da reacdo do glifosato com DNCB foi também realizada e
acompanhada variando-se a concentragdo do glifosato, a fim de se obter a
constante de velocidade de segunda ordem para essa reagao em pH 10,5 (Figura
64 (B)), e compreender como a velocidade da reagao € afetada pela concentragao
do pesticida. Isso também auxilia para criar metodologia para deteccao

colorimétrica.

FIGURA 64- (A) ESPECTRO FINAL PARA CADA REACAO COM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE GLIFOSATO (0,01, 0,03, 0,05, 0,07 E 0,09 mol L") FRENTE AO DNCB E
(B) GRAFICO DAS CONSTANTES DE VELOCIDADE EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DO
GLIFOSATO, OBTIDAS ATRAVES DOS AJUSTES CINETICOS PARA PRODUTO (EQUAGAO 7).
[DNCB]=10% mol L*; pH 10,5 E T=25 °C.
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Fonte: O autor (2025).
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A Figura 64 (A) apresenta os espectros finais de cada reagao do glifosato
com DNCB, para cada concentragdo avaliada (0,01 — 0,09 mol L-'; dados
apresentados nos anexos). E possivel observar a relacdo do aumento da
absorbancia com o aumento da concentracao de glifosato em casa amostra. Para
cada concentragao de glifosato foi obtido um valor da constante de pseudo-primeira
ordem, respectivamente, e assim, se obteve uma relacdo linear entre essas
constantes de velocidade e a variagao na concentracao do glifosato (Figura 64 (B)).
Essa relacdo é particularmente importante, porque permite que se obtenha a
concentracido desse herbicida em uma amostra, a partir da cinética acompanhada
pela técnica de UV-Vis. De posse do valor de kobs € possivel obter essa
concentragao através da equacao da reta obtida para esse conjunto de dados.

Além disso, o coeficiente angular obtido através desse ajuste linear dos
dados fornece a constante de segunda ordem para essa reagéo de 2,26.102 L. mol-
. min-'. A linearidade obtida para esses dados foi de R?= 0,980, o que aponta a
boa correlacdo. Entdo, de forma resumida, os estudos cinéticos evidenciaram a
formagéo do produto colorimétrico, sua velocidade de formagéo e sua reatividade

frente a concentragao de glifosato e também o pH do meio reacional.

5.2.4.3 DETECCAO COLORIMETRICA DO GLIFOSATO EM AMOSTRAS
COMERCIAIS

Apos se obter a melhor condicdo para essa reagcdo de detecgao
colorimétrica, as amostras comerciais de agrotdxicos contendo glifosato como
principio ativo em sua composicdo foram testadas sem qualquer tratamento
prévio, apenas considerando as condi¢des reacionais utilizadas no estudo. Ou
seja, até o momento foi analisado glifosato puro mas as amostras comerciais
possuem varios insipientes (estabilizantes, veiculos, entre outros; cerca de 50-
80% da composicao total), que poderiam interferir na reagdo de detecgéo que
estamos avaliando. Além disso, a quantidade de ingrediente ativo frequentemente
€ baixa, o que também poderia dificultar a aplicagdo dessa metodologia em

amostras comerciais sem tratamento prévio. Foram utilizadas as amostras

comerciais Roundup Original Mais® (liquida, 577g L'1) e Stinger WG® (sélida,
79,25% (m/m)). A partir dos dados fornecidos pelo fabricante nos rétulos das
amostras, fizeram-se os calculos de forma a manter a mesma condicdo de

concentragdo do principio ativo glifosato utilizada nos estudos. A reacgéo foi
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acompanhada por 17 horas a 25 °C e em pH 10,5.
A formacgéao do produto colorido é confirmada quando olhamos o primeiro e
ultimo espectro (apresentados na Figura 65), obtidos através do conjunto de

espectros dessas reagdes entre as amostras reais e o DNCB.

FIGURA 65- ESPECTROS INICIAIS E FINAIS PARA CADA REAGAO (DNCB COM GLIFOSATO
PURO E DNCB COM AS DUAS AMOSTRAS COMERCIAIS. A LINHA AZUL MOSTRA O PERFIL
DA REAGAO DO DNCB COM GLIFOSATO PURO, A LINHA LARANJA SE REFERE A REAGAO
DO DNCB COM A AMOSTRA COMERCIAL ROUNDUP WG® E A LINHA VERDE E REFERENTE
A REAGCAO DO DNCB COM A AMOSTRA COMERCIAL SINGER WGP®. (T= 25 °C, pH 10,5,
ACOMPANHADA POR 17 h).
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Fonte: O autor (2025).

Para as duas amostras analisadas foi possivel observar a formagao da banda
na regiao proxima a 400 nm referente a formacao do produto da reagao entre o
glifosato presente nessas amostras e o DNCB. Por serem utilizados os dados de
concentracao presentes no rétulo dessas amostras comerciais, no caso da amostra
Stinger WG® foi necessaria uma concentragdo maior para que a cinética pudesse
ser acompanhada, talvez por uma diferenga entre a concentragao indicada no rétulo
e a concentragao real de glifosato que estava presente na amostra comercial. Ja a
amostra comercial Roundup Original Mais® pdde ser utilizada na mesma concentrag&o
dos estudos aqui realizados com o principio ativo. O ajuste dos dados experimentais
referente a essas duas reagdes esta apresentado na Figura 65. Esses resultados
obtidos provam que a ideia na qual € baseada esse estudo é realmente interessante

e a técnica podera ainda ser aplicada diretamente para a deteccéo de diferentes
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moléculas de pesticidas. Ressaltando que se trata de uma técnica de baixo custo e
mais simples em relagéo as técnicas comumente utilizadas para a detecgéo desse
tipo de substancias, possibilitando o seu monitoramento.

A Figura 66 apresenta o resultado do acompanhamento cinético dessas
reacgdes, onde a Figura 65 (A) traz os dados dos ajustes dos dados experimentais
relativos a amostra Stinger WG® e a Figura 65 (B) traz os dados dos ajustes dos

dados experimentais relativos a amostra Roundup Original Mais®.

Figura 66- PERFIL CINETICO DA FORMAGAO DE GFTD, A PARTIR DA REAGAO ENTRE
GLIFOSATO (PRESENTE NAS AMOSTRAS REAIS) E O DERIVATIZANTE DNCB: [DNCB]= 10
mol L', pH 10,5, T =25 °C, 17 h.O AJUSTE DOS DADOS FOI OBTIDO UTILIZANDO A EQUAGAO
1. EM (A), AAMOSTRA COMERCIAL UTILIZADA FOI STINGER WG®, [GFT] = 0,1 mol L-"; EM (B),
A AMOSTRA E DA MARCA ROUNDUP ORIGINAL MAIS®, [GFT] = 0,05 mol L.
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Fonte: O autor (2025).

A amostra Stinger WG® (Figura 66 (A)), apresentou uma constante de
velocidade similar em relagcédo ao que foi obtido com o glifosato puro, enquanto para
a amostra Roundup Original Mais® (Figura 66 (B)), a constante de velocidade foi
maior em relagao aquela obtida com o principio ativo puro. Lembrando que estamos
comparando a mesma concentragcédo utilizada nos estudos com o principio ativo
puro, usando dados do rétulo para se obter as mesmas concentragdes. Assim, tal
resultado pode indicar que a amostra comercial liquida (Roundup®) possivelmente
contém uma concentracgao real maior em relagao a indicada no rétulo da amostra,

pois sua constante de velocidade foi maior aquela obtida para o glifosato puro. Ao
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contrario, na amostra solida a concentracdo no rétulo pode ser superior a
concentragao real de glifosato nessa amostra, pois usando a mesma concentragao
usada nos estudos com glifosato puro, essa amostra apresentou uma taxa de
velocidade menor. Ainda, podemos afirmar que essa reagao se mostrou eficiente
para a detecgao colorimétrica do glifosato, inclusive em amostras comerciais sem
qualquer tratamento prévio. O que evidencia que os interferentes que fazem parte
das formulagbes comerciais nao influenciam no método de detecgéo de glifosato
usando o DNCB como derivatizante. Esse derivatizante se mostrou potencial para
a detecgdo do glifosato, apesar de apresentar uma reatividade menor quando
comparado ao DNFB, o DNCB se mostrou eficiente e seletivo para essa reagao de
detecgao colorimétrica.

Mas ainda é preciso mostrar qual, de fato, € o produto formado. Para isso
foram realizados experimentos onde a cinética dessa reacao foi seguida pelas

analises de RMN de 'H e 3'P, e os dados obtidos estdo apresentados a seguir.

5.2.4.4 ESTUDO DO MECANISMO DA REACAO DO GLIFOSATO COM DNCB
ATRAVES DA TECNICA DE RMN.

Considerando as reagdes ja realizadas, sabemos que o DNCB pode reagir
com o glifosato formando o produto colorido que pode ser detectado, mas também
pode sofrer hidrélise produzindo DNP (Figura 58). Observando-se essas
possibilidades e os resultados obtidos com 0 acompanhamento cinético da reagao
por UV-vis, foram obtidos espectros consecutivos dessa reagao utilizando a técnica
de espectroscopia de RMN a fim de confirmar o produto obtido. A Figura 67
apresenta os espectros do acompanhamento cinético da reagao do glifosato com
DNCB. Vale ressaltar que esse produto GFTD ja foi relatado anteriormente, mas
sua estrutura quimica foi confirmada através da técnica de RMN no estudo

realizado com glifosato e DNFB'.
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FIGURA 67- ESPECTROS SUCESSIVOS "H NMR (200 MHz, D20), PARA A REACAO DO DNCB
(1x103 mol L-') COM GLIFOSATO (0,1 mol L"), pD 10,4, 25 °C.
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Fonte: O autor (2025).

Antes de analisar essa Figura 67 é preciso ressaltar que a solubilidade do
DNCB ¢é muito baixa, o que dificultou a otimizacdo das condi¢gbes para essas
analises. Ainda, como sua concentragao nessa amostra € muito pequena, fica muito
dificil visualizar no espectro inicial os sinais correspondentes aos seus hidrogénios,
que seriam em torno de 7,94, 8,38 e 8,75 ppm. Pelo mesmo motivo fica dificil
perceber o consumo dos reagentes de partida nesses espectros, entretanto, o
surgimento dos novos sinais referentes a formacédo do produto GFTD sao
facilmente observados, na regiao alifatica um simpleto em 4,08 ppm, e na regido
aromatica um dupleto em 7,42 ppm, e um dupleto de dupletos em 8,21 ppm). Esses
sinais estdo de acordo com aqueles ja descritos na literatura para o GFTD'%7. E
importante ressaltar que os sinais referentes ao DNP (produto da hidrélise do
DNCB) séao praticamente imperceptiveis, evidenciando a pequena contribuicdo
desta via de reagdo. Os espectros de RMN de 3'P obtidos para essa reacao

corroboram esses resultados (Figura 68).
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FIGURA 68- ESPECTROS SUCESSIVOS 3'P RMN (50 MHz, D20) PARA A REACAO DO DNCB
(1x103 mol L-') COM GLIFOSATO (0,1 mol L"), pD 10,4, 25 °C.
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Fonte: O autor (2025).

evidencia a formagao do GFTD ja descrito anteriormente na literatura'®’. O que vem
a reforgar os resultados ja obtidos nos espectros de '"H RMN e também aqueles
apontados pela técnica de espectroscopia de UV-Vis, sustentando a reacao
proposta entre DNCB e glifosato.

O APNF e o DEDNPP nao podem ser considerados derivatizantes, a
deteccado através dessas moléculas € indireta, uma vez que se acompanha a
formagao de um produto colorido que nao possui o glifosato envolvido em sua
estrutura quimica, mas sim um produto da hidrélise dessas moléculas (APNF e
DEDNPP).

5.2.4.5 ESTUDOS CINETICOS DAS REACOES DO GLIFOSATO COM APNF

O APNF tem sua hidrodlise facilmente catalisada pelo imidazol, que ataca o

carbono da carbonila e leva a formagao de um intermediario acilado, que apdés
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sofrer hidrolise regenera o imidazol, produzindo nitrofenol e acetato'®124, Assim
como o imidazol possui o par de elétrons livres capaz de promover esse ataque ao
carbono carbonilico, também o glifosato apresenta um par de elétrons livres que
pode vir a promover a clivagem desse éster. Dois caminhos sdo possiveis para
essa reacao, a hidrolise ou a reagao via atomo de nitrogénio, embora ambos levem
aos mesmos produtos, o PNP e o acetato. A Figura 69 apresenta aos caminhos de

reagao possiveis para essa reagao entre o glifosato e o APNF.

FIGURA 69- CAMINHOS POSSIVEIS PARA A REAGAO DO GLIFOSATO COM APNF.
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Fonte: O Autor (2025).

A ideia aqui, entdo, € promover essa reacgéo de clivagem do APNF que leva
a formacdo do acetato e do nitrofenol, uma vez que o nitrofenol pode ter sua
formacdo acompanhada pela técnica de UV-Vis possibilitando a deteccao
colorimétrica do glifosato de forma indireta. O glifosato pode atuar como um agente
promotor ou até mesmo catalitico, auxiliando a formacgao do PNP, que é amarelo e
pode ser facilmente detectado. O desafio nesse caso € encontrar uma condi¢ao
reacional onde a hidrolise do APNF contribua pouco, pois, caso contrario, a
formagao do produto ndo seria através da reacdo com glifosato, e, sim, produto
apenas da hidrélise do éster.

As reagbes entre o glifosato e o APNF foram conduzidas em diferentes
concentragdes (0,05, 0,1 e 0,15 mol L") e diferentes condigdes de pH (9,0, 9,5, 10,0
e 10,5). Esses experimentos foram acompanhados por espectroscopia de UV-Vis,

por 2 horas, a T = 25 °C. Na Figura 70 apresentamos os conjuntos de todos os
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espectros e também os perfis cinéticos obtidos para a reagcdo do APNF com o
glifosato em pH 10,0, a T = 25 °C.

FIGURA 70- (A) ESPECTROS CONSECUTIVOS OBTIDOS PARA A REAGAO DO GLIFOSATO
COM O APNF, COM GLIFOSATO EM EXCESSO [GLIFOSATO]=0,15 mol L-'; [APNF]= 10-5 mol L-
', pH 10,0 e T=25 °C e (B) PERFIL CINETICO OBTIDO PARA O PRODUTO PNP EM 400 nm COM
GLIFOSATO EM EXCESSO EM pH 10,0.
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Fonte: O Autor (2025).

Essa reagcdo em pH 10,0, nessas concentragdes dos reagentes ([APNF]= 10"
5mol L' e [Glifosato]= 0,15 mol L") foi a que apresentou uma diferenga maior entre
as duas constantes, de hidrélise do APNF (5,4.10 min-') e da reagdo do APNF
com glifosato (0,25 min-'). Essa foi, das condi¢des avaliadas até agora, a condigéo
em que a reagao de hidrolise contribuiu menos em relagéo a reagao com glifosato.
A Tabela 6 traz todas as constantes de velocidade obtidas até aqui, para as reagoes

de hidrdlise e para as reagdes com o glifosato.
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TABELA 6- CONSTANTES DE VELOCIDADE DE HIDROLISE DO APNF E CONSTANTES DE
VELOCIDADE DAS REACOES DO GLIFOSATO COM APNF.

Reagio pH Kobs (min™)
Hidrolise APNF 9,0 3,5.102
Hidrolise APNF 10,0 5,4.102
Hidrélise APNF 10,5 1,4.10"
Glifosato 0,1 mol. L' + APNF 9,0 3,9.102
Glifosato 0,15 mol. L' + APNF 9,0 5,3.102
Glifosato 0,05 mol. L' + APNF 9,5 2,6.10
Glifosato 0,1 mol. L' + APNF 9,5 3,2.102
Glifosato0,15 mol. L' + APNF 9,5 4,3.102
Glifosato 0,05 mol. L' + APNF 10,0 6,0.102
Glifosato 0,1 mol. L' + APNF 10,0 2,2.101
Glifosato 0,15 mol. L' + APNF 10,0 2,5.101
Glifosato 0,05 mol. L' + APNF 10,5 1,3.10"

Fonte: O Autor (2025).

Observando esses dados podemos afirmar que nesse pH 10,0 a reacéo ja
se torna interessante, pois ha uma diferenga entre as constantes, existe a
contribuicdo de hidrélise do APNF, mas a reacédo com glifosato também esta
acontecendo. Ou seja, o APNF podera ser sim utilizado como um método de
deteccao indireta para a detecgcdo colorimétrica do glifosato, pois sua hidrolise
resultante da reacao nucleofilica entre o APNF e o glifosato leva a formagao do
produto PNP, que torna o meio reacional amarelo e indica a presenga de glifosato.

Partindo dessa mesma ideia, baseada nesse comportamento diferente do
glifosato em relagcao aos outros OF’s, onde o glifosato € que se comporta como um
nucledfilo, uma vez que possui o par de elétrons livres, buscamos uma nova
abordagem para essas reagdes de derivatizagdo. Iniciamos alguns estudos
utilizando agora uma outra molécula que possui centros eletrofilicos capazes de

sofrerem ataques nucleofilicos, o DEDNPP.

5.2.4.6 ESTUDOS CINETICOS DAS REACOES DO GLIFOSATO COM DEDNPP.

O estudo com APNF mostrou que a hidrolise dessa molécula ocorre muito
facilmente, e, baseados nesses estudos e buscando uma molécula que seja menos
reativa para a reacdo de hidrdlise, utilizamos também o DEDNPP frente ao

glifosato. O DEDNPP (2,4-dinitrofenilfosfato) sofre hidrolise mediada pelo imidazol,
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que ataca seu centro de fosforo liberando o dinitrofenol entre os produtos dessa
reacao333%41 Similar a ideia em relagdo a utilizacdo do APNF, nesse caso também,
como o glifosato possui um par de elétrons livres no atomo de nitrogénio (como o
imidazol), esperamos que o par de elétrons livres do glifosato consiga atacar o
centro de fosforo, hidrolisando o DEDNPP, liberando o dinitrofenol, possibilitando
sua deteccdo colorimétrica através da formacgao desse produto colorido, o que esta
presentado na Figura 71, que mostra as possibilidades de reagao para o DEDNPP:

sua hidrdlise ou a reagao com o glifosato, ambas levando aos mesmos produtos.

FIGURA 71- CAMINHOS POSSIVEIS PARA A REAGAO DO GLIFOSATO COM APNF.
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Fonte: O Autor (2025).

Essa reacdo do DEDNPP com o glifosato também foi acompanhada
cineticamente em diferentes valores de pH, 8,0 - 10,0 por espectroscopia de UV-
Vis nas mesmas condi¢cdes das reagdes de hidrolise e os dados obtidos estédo
apresentados na Figura 72. A diferenga observada entre os perfis apresentados na
Figura 6 para a reagéo conduzida sob pH 8,0 (Figura 72 (A)) e sob pH 10,0 (Figura
72 (C)), pode ser justificada pela estrutura quimica do glifosato em cada pH.
Quando em pH 8,0 o nitrogénio do glifosato ainda esta ligado ao hidrogénio, e néo
esta disponivel para o ataque ao atomo de fosforo do DEDNPP, ocorrendo em
grande extensdo nesse pH a hidrdlise desse OF. Isso pode ser constatado
observando-se o perfil para a reagéo com glifosato em comparagéao ao perfil obtido

para a hidrolise no mesmo pH. Ainda assim, observando a Figura 72 (B) e (D) fica
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mais clara a comparagao entre as velocidades dessas reagdes, em (D) o platd é
atingido, evidenciando a velocidade maior e o fim dessa reacao de hidrélise do

DEDNPP via reacao nucleofilica com glifosato.

FIGURA 72- (A) ESPECTROS CONSECUTIVOS OBTIDOS PARA A REACAO DO DEDNPP E DO
GLIFOSATO EM pH 8,0 e T=25 °C , [DEDNPP]= 105 mol L', [GLIFOSATO]= 0,05 mol L-1, (B)
PERFIL CINETICO OBTIDO PARA O PRODUTO EM 400 nm, pH 8,0, (C) ESPECTROS
CONSECUTIVOS OBTIDOS PARA A REACAO DO GLIFOSATO COM O DEDNPP EM pH 10,0 e
T = 25 °C, [GLIFOSATO]=0,05 mol L-'; [DEDNPP]= 10- mol L', e (D) PERFIL CINETICO OBTIDO
PARA O PRODUTO DNP EM 400 nm, pH 10,0.
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Fonte: O Autor (2025).

Assim, a reacdo se mostra bastante promissora para detectar
colorimetricamente o glifosato, além de ocorrer de forma rapida, a uma constante
de 0,071 min-' (Figura 72 (D)), o que é uma vantagem quando se pensa em
detecgdo em campo para esses pesticidas. Além disso, € clara a diferenca entre os
perfis apresentados na Figura 72 (A) e 72 (C), o que evidencia que em pH 8,0 a
hidrélise contribui muito, o perfil € mais semelhante ao perfil obtido para a hidrélise

desse derivatizante, enquanto em pH 10,0, a formagao de produto colorimétrico
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ocorre em maior quantidade. Isso é confirmado quando observamos as constantes
de velocidade para essa reagao do glifosato com DEDNPP em pH 10,0 (0,071 min-
') e para a hidrélise do DEDNPP nesse mesmo pH (0,0022 min-").

Ademais, estudos ainda serao realizados, cinéticos e mecanisticos, para que
possamos afirmar se além de deteccdo a reacéo entre essas moléculas pode ainda
levar a produtos menos toxicos, o que caracterizaria uma possibilidade de
detoxificagdo para o DEDNPP, uma vez que leva ao diéster que € menos téxico do

que esse triéster de partida.

5.2.4.7 RESUMO DAS REACOES DO GLIFOSATO COM OS DERIVATIZANTES
(4-NBZ E DNCB) E COM AS MOLECULAS PARA DETECCAO INDIRETA (APNF
E DEDNPP).

Pode-se dizer que no caso das quatro moléculas avaliadas frente ao
glifosato, todas elas levaram a formacgao de um produto detectavel, evidenciando a
ocorréncia dessas reacdes e a possibilidade de aplicacdo do método. Quanto ao
estudo com o 4-NBZ, houve a formacado da banda de absorcéo, que evidencia a
formacao de produto, inclusive com perfil diferente da hidrdlise desse derivatizante.
Ja com o DNCB, esse estudo foi bem detalhado e possibilitou encontrar a melhor
condigcao para essa reagao, em temperatura ambiente (25°C) e pH 10,5. Avaliou-se
o efeito do pH do meio reacional e da concentracao de glifosato sobre a velocidade
da formacao do produto colorido. Além disso e bastante interessante é que foi
possivel avaliar essa metodologia de detecgdo para amostras reais contendo o
principio ativo glifosato e ficou evidente a sua aplicabilidade, pois 0 método mostrou
a possibilidade de encontrar a concentragédo de glifosato em uma amostra real a
partir de uma relagéo linear entre a concentragao de glifosato na amostra e as
constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem da reagdo para cada
respectiva concentracdo. O tempo de meia-vida dessa reacado (~441 min) indica
que a deteccédo seria possivel, evidenciando o potencial do DNCB para a deteccao
colorimétrica de glifosato, assim como foi constatado com o DNFB em estudo prévio
do nosso grupo de pesquisa. Ressaltando que o DNFB continua sendo mais rapido
para essa reagao de deteccao de glifosato (t1/2~0,8 minutos).

Em relacdo ao APNF e DEDNPP, nesses dois casos as reagdes se
mostraram promissoras, sdo rapidas (t12 ~3 e 10 minutos, respectivamente) e o

glifosato promove a formagao dos produtos da clivagem do APNF e do DEDNPP,
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entretanto, apesar de mais lentas do que a reagdo com o glifosato, ainda ha uma

significativa contribuicdo da reagéo de hidrolise dessas moléculas.

TABELA 7- RESUMO DOS DADOS OBTIDOS ATRAVES DAS REAGOES AVALIADAS NESTA
PARTE DO TRABALHO, REFERENTE AO GLIFOSATO FRENTE AO 4-NBZ, DNCB, APNF E

DEDNPP.
O
0]
H 1
HOJ\/NVE’;PH
O
[GLIFOSATQ]= 0,05 mol L™
Derivatizante Faixa Condicao Constante e t1/2 t12
estudada otima (hldr()llse)
(pH) (pH)
O«_H
k =0,0024 min’
8,0-11,0 11,0 ti2 = 289 min Nao reage
NO,
[4-NBZ]= 10° mol L
Cl
NO, k = 0,00157 min-"
7,0-13,0 10,5 t12 = 441 min N&o reage
NO,
[DNCB]= 10"® mol L™
O
)j\o k=0,25 min" k = 0,054 min-"
© 9,0-10,5 10,0 t12 = 3 min t12 =13 min
NO,
[APNF]= 10° mol L™
NO, o
I':', Et k =0,071 min’ k =0,00037 min-"*
040 80e10,0 | 10,0 ty2 = 10 min ti2 = 1900 min
N02 \E

t
[DEDNPP]= 10" mol L

Fonte: O Autor (2025).
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6 CONCLUSOES

Nesse trabalho buscou-se um método para deteccéo colorimétrica dos
pesticidas acefato e glifosato. Na fase inicial desse estudo esses OP’s foram
purificados e caracterizados, de acordo com o que esta descrito na literatura.
Foi realizado um estudo bastante detalhado sobre a reatividade dessas
moléculas, pois, possibilitar o monitoramento eficiente desses organofosforados
é fundamental quando se pensa na seguranca em relagdo aos alimentos, a
saude e também ao meio ambiente.

As moléculas avaliadas se mostraram promissoras, pois levaram a
formagao de um produto colorido ou possibilitaram a detec¢cdo dos OF’s de
forma indireta. A hidrélise do acefato foi investigada através de RMN de 3'P, em
que foram observados sinais de trés produtos possiveis resultantes da clivagem
do acefato, o DMPT, SMPT e OMAPAA. O acefato foi também avaliado frente
ao 4-NBZ, DNCB e DNFB. Em todos os casos levou a formacao de um produto
colorimétrico, com o aparecimento de uma banda intensa proxima a 250 nm na
reacao com 4-NBZ e proxima a 340 nm para as reacoes com DNCB e DNFB,
e, em todos os casos, essa banda referente ao produto foi diferente da banda
de absorgao do produto de hidrdlise dessas moléculas. Em todos os casos os
ajustes foram obtidos em condi¢des de pH mais alcalinos e a reagao do acefato
com o DNFB teve sua cinética acompanhada também por espectroscopia de
RMN de 3'P. Dentre as moléculas avaliadas com o acefato, o DNFB se mostrou
potencial para a detecgao desse inseticida, pois foi obtido o produto colorido
para toda a faixa de pH avaliado, sendo que em pH 9,5 foi obtida uma condigao
ideal, onde a hidrélise ocorre a uma velocidade bastante inferior a velocidade
da reacao de derivatizagéo.

No que diz respeito ao glifosato os estudos se mostraram bem
conclusivos, e conseguimos também a deteccédo colorimétrica com todas as
moléculas avaliadas, as derivatizantes e as moléculas escolhidas para a
detecgéo indireta do glifosato. Com o 4-NBZ foi observada a formagao de um
porduto novo, diferente do produto de hidrélise desse derivatizante. Porém
melhores resultados foram obtidos com o DNCB, para o qual houve a formacgao
do produto de interesse, o GFTD, que foi confirmada através do

acompanhamento cinético dessa reagdo por RMN de 'H e 3'P.
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Esses resultados sao evidéncias que o DNCB pode ser um potencial
derivatizante para a deteccéo colorimétrica do glifosato, foi encontrada uma
condicao ideal para essa reacao, e, a partir dela foi realizado um estudo de
deteccao de glifosato em amostras reais. Foram utilizadas amostras das maras
Stinger® e Roundup®, ambas contendo o principio ativo glifosato. O DNCB se
mostoru eficiente para a detecc¢ao do herbicida em amostras reais, sem nenhum
tratamento prévio, e os interferentes presentes nas formulagdes comerciais néo
influenciaram nessas reagdes, o que é uma grande vantagem em relagao as
demais técnicas comumente usadas para detectar essas moléculas. Além
disso, o método possibilita a quantificacdo do glifosato em amostras reais a
partir da obtencédo da constante de velocidade dessa reacgao.

Ainda, buscando a molécula ideal para a detec¢cdo desses OF’s, outras
moléculas foram também avaliadas frente ao glifosato. Os resultados obtidos
frente ao APNF, se mostraram bastante interessantes e o glifosato foi capaz de
promover a sua reagao de hidrdlise. Uma nova abordagem foi utilizada para a
deteccdo do glifosato, utilizando o DEDNPP, que € um substrato modelo ja
utilizado em diversos estudos pelo nosso grupo de pesquisa. De acordo com os
resultados obtidos nessa fase inicial de estudo com essa reagao do DEDNPP
com glifosato, em pH 10,0 houve a formagdo do DNP em uma reagao rapida e
bastante promissora, que possibilitou a detecgéo indireta do glifosato. Assim,
podemos afirmar que estamos no caminho de possibilitar a deteccédo e a
degradacao desses pesticidas organofosforados de forma barata, simples e
rapida, colorimetricamente.

Trabalhos futuros com relacao a essse estudo envolvem a realizagao do
acompanhamento cinético dessas reagdes através da técnica de espectroscopia
de RMN, buscando compreender e elucidar os mecanismos pelos quais elas
ocorrem. Ainda, é bastante interessante realizar a validagdo desse método
usando o colorimetro artesanal proposto, que foi desenvolvido pelo grupo e pode
ser utilizado para detecgcad em campo, podendo-se estender esse método a

outros pesticidas OF’s.
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ANEXOS

A1 — Hidrolise do ACF ([ACF] = 0,05 mol L")
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A3 - Hidroélise do 4-NBZ ([4-NBZ] = 105 mol L")
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A4 - Hidrélise do APNF ([APNF] = 10" mol L")
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A5 — Hidrolise do DEDNPP ([DEDNPP] = 10-° mol L)
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A6 — REAGOES DO ACEFATO COM 4-NBZ ([ACF] = 0,05 mol L'; [4-NBZ]=

10-5 mol L'; T=25°C)
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A7 — REAGOES DO ACEFATO COM DNCB ([ACF] = 0,05 mol L-'; [DNCB]=
105 mol L"'; T=25°C)
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A8 — REAGAO DO DNCB COM ACETAMIDA ([ACETAMIDA] = 0,1 mol L';
[DNCB]= 10 mol L'; T=25°C)
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A10 — REA(}AO DO GLIFOSATO COM 4-NBZ ([GLI] = 0,01 mol L'; [4-NBZ]=
105 mol L'; T=25°C)
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A13—- REAGAO DO GLIFOSATO COM APNF ([APNF]= 105 mol L'; T=25°C)
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Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

pH 9,5 — [GLI] = 0,1 mol L'



Abs

Abs

Abs

0,30
0,25 4
0,20
7]
g 0,15+
k = 3,2.10"2 min~1
0,10
0,0 T T T T
200 300 400 500 600 0,05 T T T T T
. 0 50 100 150 200
Comprimento de onda (nm) .
Tempo (min)
pH 9,5 — [GLI] = 0,15 mol L
0,8 -
0,30
0,6 1 0,25
& 0,20
0,4 -
0,154
0 k = 4,3.10"2 min-1
‘ 0,10
0,0 T T T T 0,05 T T T T
200 300 400 500 0 50 100 150
Comprimento de onda (nm) Tempo (min)
pH 10,0 — [GLI] = 0,05 mol L'
0,5
041 0,20
0,3 0,16 -
2
0.24 < 0,121
k=6,0.10% min"
0,1
0,08
0,0 T T T
200 300 400 500 600 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Comprimento de onda (nm) .
Tempo (min)
pH 10,0 - [GLI] = 0,1 mol L
0,6 -
0,24 -
0,41 0,20
(7]
a 0164
02 < k=2,2.10" min”
0,121
0,0 . . . . 0,08
200 300 400 500 600 ! ’ r

T T T
0 25 50 75 100 125

Comprimento de onda (nm) Tempo (min)

pH 10,5 — [GLI] = 0,05 mol L-*

154



155

0,5
0,20
0,4
0,16 4
0,34
0N (72}
o L 012 ©
< o2 < k=1,3.10" min"
0,14 0,08 4
L
0,0 T T T T 0,04 T T T T
200 300 400 500 600 0 25 50 75
Comprimento de onda (nm) Tempo (min)

A14— REAGAO DO GLIFOSATO COM DEDNPP ( [GLI]= 0,05 mol L"*;
[DEDNPP]= 10" mol L*'; T=25°C)

pH 9,0
0,8
0,3
0,6 1
0,2
2 o4 @
< <
k=5,31.10% min™
0,2 -
0,14
0,0 T T T T T T T
200 300 400 500 0 2000 4000
Comprimento de onda (nm) Tempo (min)
pH 9,5
0,8
0,34
0,6 -
0,24
8 o4 2
< < 2 . .
k =5,32.10" min~
0,2
0,1
0,0 T T T T T T T T
200 300 400 500 0 25 50 75

Comprimento de onda (nm) Tempo (min)

100
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