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RESUMO

O glifosato, conhecido comercialmente por Roundup® é um herbicida bastante
utilizado em lavouras de café do Espirito Santo. No entanto, pouco se conhece
sobre as medidas de seguranca em seu manejo bem como a quantificacdo do
glifosato no meio ambiente. Uso de Equipamentos de Protecdo Individual (EPI's) e
vestigios do herbicida em corpos d’agua, solo, folhas e grdos oriundos dos
municipios de Colatina, Pancas, Santa Tereza e Sao Gabriel foram investigados. A
quantificacdo do herbicida no ambiente foi realizada por espectrofotometria UV/VIS e
antibiogramas foram realizados para verificar a sensibilidade das bactérias da flora
intestinal ao agrotoxico. Teste de Tukey foi utilizado para célculo de média e valores
de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os
graficos foram construidos pelo programa excel 2010. Nenhuma das propriedades
avaliadas usa EPI's adequadamente. Apesar de corpos d’agua provenientes de
Pancas e Sao Gabriel ndo mostrarem contaminagédo, todas as amostras de solo
apresentaram altas concentracdes de glifosato. Em relacdo as folhas e grédos de
café, ambas continham valores elevados de glifosato, com concentracdes iguais ou
maiores que 7,5 mg/L. Esse dado, por sua vez, indica um risco para a saude
humana porque a concentracao de 7,5 mg/L foi suficiente para eliminar Escherichia
coli e Enterecoccus da flora intestinal.

Palavras-chave: Espirito Santo, epi’s, Roundup® andlise de glifosato,
microbiolégicos.

ABSTRACT

Glyphosate, known commercially as Roundup®, is a herbicide widely used in coffee
plantations in Espirito Santo State. However little is known about the safety
measures in its management or the quantity of glyphosate in the environment. We
investigated the use of personal protective equipment (PPE) and quantified traces of
the herbicide in samples of water, soil, leaves and grains from four sites, the
Colatina, Pancas, Santa Tereza and Sao Gabriel, using UV/VIS spectrophotometry.
Antibiograms were used to investigate the sensitivity of the human intestinal
microflora to glyphosate. Post hoc Tukey tests were used to investigate mean
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differences (p<0.05). The graphs were evaluated using the Excel 2010 program.
None of the farms used PPE properly. Although water extracted from Pancas and
Sao Gabriel was not contaminated, all the soil samples had high concentrations of
glyphosate and the grain and leaf samples also had high levels of glyphosate
(27.5mg/L). These concentrations pose a risk to human health because a
concentration of 7.5mg/L was sufficient to eliminate Escherichia coli and
Enterecoccus from intestinal flora.

Keywords: Espirito Santo, epi’s; Roundup®, glyphosate analysis, microbiological.

INTRODUCAO

O Estado do Espirito Santo se caracteriza pela producdo de varias culturas
agricolas, como o cacau, mamao, milho, hortalicas, e, dentre outras plantacfes, ha
destaque para o café conilon. O café, associado a pasta de celulose, forma um
montante de cerca de 88% do agronegdcio capixaba (INCAPER, 2015). O Espirito
Santo possui relevo diverso, clima tropical imido, com temperaturas médias anuais
de 23°C e volume de precipitacdo de 1.400 mm em média por ano (ESPIRITO
SANTO, 2015), o que propicia a cultura do café Conilon (SANTOS, 2015).

No entanto, as condi¢cdes de relevo acidentado e baixa m&o de obra no
campo incentivam os agricultores a utilizarem o glifosato como estratégia no controle
das plantas daninhas nas lavouras. O glifosato, também conhecido como Roundup®,
€ um herbicida viscoso, claro, soluvel em agua e inodoro (OGA, 2008), que faz parte
do grupo quimico das glicinas substituidas, e sua sintese tem origem a partir da
substituicdo aminico do aminoacido glicina, por um radical metilfosfénico
(ARANTES, 2007). E o produto agricola mais utilizado no Brasil por possuir custo
acessivel, entretanto, técnicas de manejo e concentracdes aplicadas nas lavouras
nao tém sido adequadas (MAPA, 2015).

O Roundup® é um potente inibidor da atividade da enzima 5-enolpiruvi-
chiguimato-3-fosfato sintase (EPSPS), que catalisa a producdo dos aminoacidos
aromaticos esséncias (fenilalanina, tirosina e triptofano). Esse processo, por sua
vez, compromete a sintese de metabolitos secundarios, clorofila e carotenoides, que
causam a morte de plantas daninhas (RODRIGUES, 1994).

Propriedades que tém como caracteristicas plantacées em relevo acidentado
sdo as principais responsaveis pela contaminacdo do solo e mananciais. No entanto,

no Brasil ainda ndo existe legislagéo que preconiza as concentracdes limites no solo.
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Para agua potavel, a quantidade maxima aceitavel € de 0,5 mg/L, conforme
resolucdo 396/2008 do CONAMA e, para grédos de café, a concentragcdo preconizada
€ de no maximo 1 mg/L, conforme Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
ANVISA (AMARANTE et al., 2002).

No homem a absorcdo é menor que 2% e logo é distribuida no corpo onde é
encontrada principalmente no intestino, célon e rins (AMARANTE et al., 2002), e sua
concentracdo mais elevada é encontrada nos ossos (MORAES, 2010).

Os mecanismos de acao do glifosato ndo sédo totalmente conhecidos. Sabe-se
que na flora normal do corpo humano encontram-se bactérias que auxiliam em
algumas funcdes fisioldgicas, como, por exemplo, as presentes no intestino. Essas
possuem a mesma via que o herbicida glifosato inibe, e assim, quando eliminadas,
deixam espaco para outros agentes patogénicos causarem infeccdes (SENEFF,
2015).

O glifosato possui baixa toxicidade aguda, mas o efeito é cumulativo e a
intensidade da intoxicacdo pode gerar maiores agravos (AMARANTE et al., 2002;
MORAES, 2010). Os sintomas mais comuns sdo diminuicdo da temperatura corporal
e da atividade espontanea, hipertermia, hipotenséo, irritacbes em geral no local de
contato com o agente téxico, dor abdominal, nauseas, vomitos, destruicdo dos
glébulos vermelhos no sangue e até desmaios (OGA, 2008; MORAES, 2010). Os
maiores agravos do glifosato sdo seus efeitos cronicos, que séo: perda de peso,
desordem digestiva, ulceracbes graves, pneumonias, danos hepaticos e renais,
problemas na reproducdo, alteracdes nas células placentarias, Alzheimer, autismo e
mutacdes carcinogénicas que nao sao corrigidas pelos pontos de checagem do ciclo
celular e da mitose que induzem neoplasias (AMARANTE et al., 2002; CASTRO;
HISSA, 2008; FERREIRA, 2013, SENEFF, 2014; SENEFF, 2015).

As entradas dos agentes agroguimicos no corpo podem ocorrer através da
boca, olhos, pele ou da inalagcdo durante todas as fases do manuseio, seja ela antes,
durante ou apds aplicacdo. E de grande importancia o uso dos equipamentos de
protecdo individual (EPI's) para evitar essas exposicdes que levam a graves
problemas para saude. Os EPI'S sao: luvas, respiradores, mascaras faciais, jaleco,
calca, boné arabe, botas e avental (SOUZA e PALLADINI, 2005). O uso dos EPI's é
obrigatério durante e apds alguns dias da aplicacdo (MORAES, 2010). Embora

existam orientacdes de manejo, os produtores rurais brasileiros ainda carecem de
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manejo adequado dos EPI’'s, alegando desconforto em relacdo a temperatura e
embacamento da méascara facial, principalmente nos dias quentes, que se fazem
presentes em muitos meses do ano no Brasil.

O manejo do glifosato se inicia com aquisicdo do produto, que deve ser feita
com receituario agrondmico emitido por profissional habilitado, e o transporte em
lona impermeavel. O armazenamento deve ser feito em local arejado, longe do
contato com criangas, animais e outros produtos. Ao se preparar a calda para
aplicacao, esta deve ser feita com cautela e usando os EPI's (SOUZA e PALLADINI,
2005). A aplicacdo do glifosato pode ser feita por meio do pulverizador costal
manual, aviacdo e veiculos motorizados (SENAR, 2014; UFRRJ, 2015).

Este artigo tem como foco mostrar o0 manejo dos EPI’'s em propriedades do
centro norte capixaba, bem como quantificar o glifosato presente em amostras de
solo, 4gua, graos e folhas de café e correlacionar com a sobrevida das bactérias da

flora intestinal.
MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nas instalacdes do laboratério de quimica
do UNESC. Corpos d’agua e amostras de solo, folhas e grdos de café foram
coletadas nos municipios de Colatina, Santa Tereza, Sdo Gabriel e Pancas. Os
questionarios, apos terem sido apreciados pelo comité de ética em pesquisa do
UNESC (CAAE: 47555015.6.0000.5062), foram aplicados a trabalhadores de 6
propriedades rurais da regido centro norte para obter as informacgdes pertinentes aos

EPI's e 0 manejo do herbicida glifosato.

Processo de extracéo

Inicialmente as amostras foram submetidas ao processo de padronizacédo das
particulas, seguido de maceracdo em grau e pistilo e passado por tamise. O
processo de extracdo (NH;OH + KH,PO,) € baseado no protocolo de AMARANTE,
2001. Dois gramas de solo para 4 mL da solugcao foram agitados por 90 minutos e
centrifugados a 3000 RPM 20 minutos. Retirou-se o sobrenadante e ajustou-se o pH
para 2 com HCI 5 M e centrifugacdo por 10 min a 3000 RPM e coletou-se o
sobrenadante. Com o precipitado repetiu-se o processo e o sobrenadante total foi
armazenado a 8°C em pH 3 (AMARANTE, 2001).

27



D.D. PESSI, et al. / UNESC EM REVISTA 1 (2017) 24-36

Processo de extracdo em amostras de folha e grao

Para preparacdo das folhas e grdos macerou-se as amostras, € 0 processo
de decoccao foi realizado por meio da adi¢ao do liquido extrator (NH;OH + KH,PO,)
e levado em banho Maria a 50°C por 1 hora. O liquido extraido foi armazenado a
8°C em pH 3 (AMARANTE, 2001; UFJF,2011).

Quantificagéo do Glifosato

O método utilizado para a andlise € o que foi proposto por Nagaraja,
Besagarahally e Bhaskara (2006), com algumas modificacdes. O método baseia-se
na reacao da ninidrina 5% em meio de molibdato de sédio com o glifosato. Essa
reacao ocorre porque o glifosato tem forma molecular semelhante a de uma proteina
e a ninidrina € um reagente para analise de proteinas, reagindo com o grupo amino
presente na molécula (NEVES, 2015). Uma curva de calibracdo foi preparada a
partir de uma solucéo estoque de 242 mg/L de Glifosato. Aliquotas de 140 uL da
amostra foram transferidas para tubos de ensaio; 500 uL de ninidrina a 5% e 500 uL
de molibdato de sodio a 5% foram adicionados a cada um dos tubos. Os tubos foram
mantidos em banho de agua a uma temperatura de 37°C durante 12 minutos; em
seguida, as amostras foram postas em repouso até alcancar a temperatura
ambiente. Cinco mL de agua deionizada foram adicionados para completar o volume
e absorbancia 570 nm foi realizada em Espectrofotbmetro Biospectro
Sp22 (TZASKOS, 2012). Devido ao Glifosato possuir em sua formula molecular
partes semelhantes as das proteinas (grupo amino), testes para garantir que as

mesmas néo iriam interferir nas analises do herbicida foram realizados.

Teste de sensibilidade das bactérias

Antibiograma foi construido baseado no método de Ribeiro e Soares (2000),
com algumas modificagdes. Inicialmente foram preparadas 10 solucdes de glifosato,
nas seguintes concentragbes: 240 mg/mL, 120 mg/mL, 60 mg/mL, 30 mg/mL, 15
mg/mL, 7,5 mg/mL, 3,75 mg/mL, 1,875 mg/mL, 0,9375 mg/mL e 0,469 mg/mL. Em
cada solucao foram adicionados 10 discos de antibiograma “virgens” e esterilizados
para que ocorresse a impregnacao da solucdo. Ao redor do bico de bulsen foi
semeada em 8 placas, 4 para cada bactéria (Escherichia Coli e Eneterococcus), e
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em cada placa foi colocado 1 de cada disco nas diferentes concentragdes.
Aguardou-se 24 horas para leitura dos resultados. E considerado sensivel quando
houver o aparecimento de uma regido circular sem crescimento bacteriano ao redor
do disco embebecido com o glifosato, e quando o crescimento bacteriano alcancar o

disco é considerado resistente.

Analise estatistica

Os dados de laboratorio foram expressos em triplicata suportados por dois
experimentos independentes. Os resultados dos questionarios e andlise das
amostras de solo, agua e da planta foram submetidos a andlise estatistica por meio
do testes de Tukey para comparacfes multiplas das médias. Valores considerados
estatisticamente significantes foram de p iguais ou menores que 0,05. Os graficos

foram plotados pelo programa Excel 2010.

RESULTADO E DISCUSSAO

O numero de aplicacdes do glifosato nas lavouras depende das espécies de
plantas daninhas a serem combatidas. Em algumas, ha necessidade de somente
uma aplicacdo, outras, por exemplo, a Cyperusrotundus, o produto precisa ser
aplicado 3 a 4 vezes ao ano (AMARANTE et al., 2002). As especificacdes nas bulas
dos produtos ndo sao suficientes para um bom manejo dos proprietarios rurais. Por
isso, tanto as lavouras quantos as indicacbes de aplicacdo devem ser
acompanhadas por Engenheiro agronomo ou florestal. A m&o de obra na
propriedade rural varia de acordo com sua demanda e os dados aqui mostrados
relatam que a aplicacdo é feita pelo préprio proprietario, o que diverge da legislacao,
pois, para essa aplicacdo deve existir um profissional técnico da area agricola,
agropecuéria e florestal supervisionado pelo engenheiro agricola ou florestal,
conforme resolugéo n°® 344, do artigo 3 de 1990 (BUSSINGER, 1990).

O preparo da solucéo para aplicagdo € o procedimento mais perigoso para o
homem e para o ambiente, pelo fato do produto se encontrar em altas
concentracdes. Por isso, € necessario o uso de EPI's. De acordo com a NR 6, da
portaria de N° 3.214 de 8 de junho de 1978, o uso € obrigatorio e 0 ndo uso dos

EPI's pode acarretar em penalidades. Os dados obtidos por meio desta pesquisa
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mostraram nenhuma utilizacdo das EPI's pelos produtores questionados nos
municipios de Pancas e, quando sao utilizados, muita das vezes ndo é para se
proteger do herbicida. Em nenhum dos casos observou-se o uso de Oculos e
respiradores. Governador Lindenberg foi o Unico municipio em que os entrevistados
relataram o uso da méascara nos procedimentos de preparo da solucdo do glifosato.
Também ndo foi relatado o uso de aventais ou jalecos durante os procedimentos,
uma vez que O USO seria para protecao corporal contra qualquer agente quimico
(ALVES, 2013).

A etapa de aplicacdo do produto é suscetivel de contaminacédo e, por isso, a
resolucdo N° 3.214 de 08 de junho de 1978 preconiza 0 uso obrigatorio dos EPI's
durante a aplicacdo de qualquer produto agroquimico (SESMT, 2014). Os dados
referentes a aplicagdo mostraram que Governador Lindenberg € o Unico municipio
que se adequa a legislacdo, sendo que nos demais se observa somente a
preocupacdo com o uso de botas. No caso de Colatina, h4 também o uso de boné
arabe; em Marilandia o uso de luvas e S&o Gabriel usa-se também luvas e
mascaras. Por outro lado, Pancas se destaca pela auséncia de todos os EPI's
durante o preparo e aplicacao do glifosato.

Os dados referentes ao uso das EPI's relatam a falta de informacgoes,
orientacdes e acompanhamento dos produtores rurais para com o uso do glifosato.
O guestionario também abordou as informacgfes recebidas pelos produtores rurais
na compra do herbicida. Nenhum dos produtores relatou ser informado sobre o
armazenamento e o uso de EPI's, o que ja pode ser uma das explicacdes da
auséncia do uso delas no preparo e na aplicacdo do produto, somada a pouca
informacéo sobre os riscos do glifosato, que somente um proprietario rural relatou
receber. Apenas houve o relato de informacdes sobre a posologia e descarte do
herbicida, sem demais orienta¢des importantes.

Questionou-se sobre a origem da indicacdo do produto (glifosato) para
aplicacdo na propriedade. Observou-se a auséncia de profissionais agricolas para
orientacbes e acompanhamento em relacdo ao uso do glifosato, ou seja, em
nenhum dos casos houve a visita e indicacdo pelo engenheiro e nem emissao de
receituario. O que ocorreu foi que, para 50% dos entrevistados, a indicacéo foi pelo
préprio vendedor, e 33% dos proprietarios disseram consultar um técnico agricola.

Por mais que esse profissional tenha o conhecimento técnico, por lei ele ndo é
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habilitado para tal ato. Houve casos, ainda, de consulta com outro proprietario,
conforme informado por 17% dos entrevistados.
A figura 1 abaixo mostra alguns sinais prodromicos de patologias relatados

pelos proprietarios apés aplicacdo do glifosato.
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Figura 1 — Reacdes adversas informadas pos a aplicacdo do Glifosato.

Na maioria dos casos ndo houve nenhuma reacdo, que ocorreu
provavelmente pelo fato do glifosato ser usado em dosagens baixas, normalmente
em uma diluicdo de 10 mL de glifosato para 1000 mL de &gua (4,9 mg/L), o que
corresponde a realidade de seu uso, pois foram informacdes fornecidas pelos
produtores. No entanto, houve um relato de coceira e queimacao (ver figura 1), que,
segundo Moraes (2010) e OGA (2008), sdao comuns em intoxicacdes agudas
cutdneas em baixas doses.
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Figura 2— Concentracdo de Glifosato em mg/L de amostras de agua, solo, folhas e graos de café
oriundas de Colatina, Santa Tereza, Pancas e S@o Gabriel. Interno ao grafico de barras h& curva
padrdo da concentracdo (mg/L) em funcdo da absorbancia do Glifosato.
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O gréfico interno da figura 2 representa a curva padrdo de absorbancia pela
concentracdo que foi feita a partir da diluicdo seriada de uma solucdo estoque de
30,25 mg/L de Glifosato em que a absorbancia é diretamente proporcional a
concentracdo do Glifosato. Na concentragdo de 15,125 mg/L obteve-se 1,0 de
absorbancia; em 7,56 de concentracdo a absorbancia foi 0,5; na concentracdo de
3,78 mg/L obteve-se uma absorbancia de 0,3 e, por fim, na concentracdo de 1,89
mg/L a absorbancia foi de 0,15. Esses valores foram correlacionados com as
absorbancias das amostras de solo, agua, folha e grdo para descobrir as
concentragdes do glifosato. A presenca do herbicida foi detectada em amostras de
todos os municipios. Observa-se que apenas as cidades de sao Gabriel e Pancas
possuem amostras de agua dentro do permitido pela legislacdo do CONAMA (1,0
mg/L) (figura 2). Todos os valores dos grdos de café avaliados estdo acima do
permitido pela ANVISA (0,5 mg/L). Além de ser um risco a saude do homem, o
glifosato pode comprometer a homeostase metabdlica por interferir na producéo de
aminoacidos aromaticos esséncias (RODRIGUES, 1994), que compromete a sintese
de metabdlitos secundarios (MARINHO 2001; SILVA; PARALBA; MATTOS, 2003;
SAKATA; TAVARES, 2012).

Figura 3 — A: Antibiograma com o glifosato para a bactéria Escherichia coli. B — Antibiograma com o
glifosato para a bactéria Enterecoccus.

A figura 3A mostra o resultado do antibiograma feito para testar a
sensibilidade da bactéria Escherichia Coli ao glifosato, onde os numeros 1, 2, 3, 4, 5,

6, 7, 8, 9 e 10 representam, respectivamente, as concentra¢cées de 120 mg/L, 60
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mg/L, 30 mg/L, 15 mg/L, 7,5 mg/L, 3,25 mg/L, 1,63 mg/L, 0,82 mg/L, 0,41 mg/L e
0,20 mg/L referentes a solugcdo de glifosato. Os resultados mostram que a bactéria
Escherichia Coli é sensivel até a diluicdo de numero 5, que corresponde a 7,5 mg/L.
A figura 3B mostra o resultado do antibiograma feito para testar a sensibilidade da
bactéria Enterecoccus ao glifosato, onde os numeros 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10
também representam, respectivamente, as concentra¢des de 120 mg/L, 60 mg/L, 30
mg/L, 15 mg/L, 7,5 mg/L, 3,25 mg/L, 1,63 mg/L, 0,82 mg/L, 0,41 mg/L, 0,20 mg/L
referentes a solucdo de glifosato. Os resultados mostram que a bactéria
Enterecoccus é sensivel até a diluicdo de numero 6, que corresponde a 3,25 mg/L.

Em relacado a flora intestinal os agravos séo ainda maiores, ja que os gréos do
café da propriedade de Colatina e corpos d’aguas da propriedade de Santa Tereza
apresentaram valores superiores a 7,5 mg/L de glifosato nas amostras estudadas.
Essas concentracdes podem causar desiquilibrios da flora e, por sua vez, diarreias
cronicas e agudas. ContaminagBes por outros patdégenos poderiam ser possivel,
pois a microbiota funciona como uma barreira de prote¢cdo ao competir por nutrientes
e receptores ou quando produz fatores antimicrobianos como, por exemplo,
bacteriocinas e acido lactico. Ainda poderiam gerar deficiéncia na barreira
imunolégica, pois esses microrganismos sao importantes por induzirem a secre¢éo
de IgA, além de influenciarem a resposta humoral intestinal e modularem as
respostas T celular e os perfis de citocinas (BROOKS et al., 2014).

A deficiéncia da microbiota causaria, sobretudo, alteraces no metabolismo
de aminoécidos e lipidios. O intestino delgado, por exemplo, contribui para suprir as
necessidades de aminoacidos do hospedeiro, caso ndo sejam fornecidos pelo
alimento. E também responséavel por produzir 4cidos graxos de cadeia curta, que
vao controlar a diferenciacao das células epiteliais do intestino, e sintetizam vitamina
K, biotina e folato que melhoram a absor¢éo de varios ions. Além disso, bactérias da
flora metabolizam substancias carcinogénicas e gorduras que atenuam a ativagao
das vias da obesidade (BROOKS et al., 2014).

CONCLUSAO

Os dados deste trabalho mostraram caréncia de conhecimento por parte dos

produtores rurais, e auséncia no uso de EPI’'s, demonstrando a necessidade de
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maiores orientacdes para o uso dos equipamentos de protecao individual e manejo
adequado (armazenamento, cuidados, transporte, dentre outros) do herbicida por
parte dos produtores rurais. O efeito foi observado em amostras de solo, folhas e
graos, que apresentaram altos indices para agrotoxico nesses microambientes. A
falha inicia-se com a auséncia de informacdes na compra e encerra-se na falta do
uso dos EPI’s e no manejo incorreto do produto, que culmina em problemas a saude
no homem e contaminacdo ambiental. O glifosato, portanto, quando lancado no solo,
€ bioacumulado na anatomia da planta de café, em concentracdes prejudiciais a

flora intestinal e que podem causar sinais prodrémicos de patologias.
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