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Artigo

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A METHOD OF ANALYSIS OF GLYPHOSATE IN SOY GRAINS. The main objective
of this work is to develop an efficient procedure to determine glyphosate in soybean grains. The cleanup of the aqueous extracts was

done in two steps, beginning with liquid-liquid partitioning and then solid-phase extraction with anion exchange resin. After derivatization

with a mixture of trifluoroacetic anhydride (TFAA) and trifluoroethanol (TFE), quantification was done by gas chromatography coupled

to mass spectrometry. The mean recovery and RSD of the spiked samples were, respectively, 80.5% and 3.1% at level 0.200 mg kg™!,
93.3% and 18.7% at level 0.500 mg kg’ and 92% and 3.5% at level 1.000 mg kg™'. The method was linear in the working range

(correlation coefficient = 0.9965).
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INTRODUCAO

A soja Roundup Ready (RR) da Monsanto foi a primeira plan-
ta transgénica a ser aprovada para alimenta¢do humana e animal
e para cultivo no Brasil. A soja RR foi modificada por técnicas
de ADN recombinante (ADNr) pela insercao de um gene da bac-
téria Agrobacterium sp., que a torna resistente ao herbicida
glifosato (GLI)".

O GLI costuma ser pulverizado, sendo em geral absorvido na
planta através de suas folhas e dos cauliculos novos?. Ele inibe a agéo
da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), afe-
tando a rota de sintese dos aminodcidos aromdticos essenciais,
fenilalanina, tirosina e triptofano, os quais sdo precursores de outros
produtos, como lignina, alcaldides, flavondides e dcidos benzdicos.
Os sintomas de sua acdo sobre as plantas incluem amarelamento dos
meristemas, necrose € morte em dias ou semanas’.

No controle quimico de ervas daninhas, destacamos a aplica-
¢do em pré-emergéncia e a aplicacdo em pds-emergéncia. No pri-
meiro caso, a aplicacio ¢ feita imediatamente apds o plantio e an-
tes da emergéncia das plantas daninhas, devendo ser realizada com
solo umido. No segundo caso, a aplicacdo ¢ feita apés a germinagio
da cultura e das plantas daninhas, sendo que o controle serd mais
eficiente quanto mais jovens forem as invasoras*.

No caso da soja comum, o GLI € aplicado como dessecante e
também na pds-emergéncia das plantas infestantes; na soja modifi-
cada geneticamente € aplicado na pré e pds-emergéncia das plantas
infestantes. O limite mdximo de residuo (LMR) para este herbicida,
utilizado tanto como dessecante quanto em pés-emergéncia das plan-
tas infestantes na cultura de soja, foi estabelecido em 10 mg kg™,
com intervalo de seguranga de 7 dias quando aplicado como des-
secante e ndo determinado quando o agrotdxico for aplicado em pés-
emergéncia das plantas infestantes e pré-emergéncia da cultura. O
intervalo de seguranca € de 56 dias para a modalidade de aplicacdo
em pds-emergéncia das plantas infestantes na cultura da soja geneti-
camente modificada’.

*e-mail: marciaufms@gmail.com

Como o GLI ndo € assimilado metabolicamente pela soja
transgénica, 0 mesmo pode vir a se acumular no vegetal e em seus
grios, como € relatado em alguns estudos®’, e, sendo a soja muito
utilizada na alimentagd@o humana ou de outros animais, torna-se
imprescindivel o desenvolvimento de estudos e monitoramento deste
herbicida em seus graos. No Brasil, o GLI ¢ utilizado principalmen-
te nas culturas de arroz, café, cacau, milho, cana-de-actcar, soja,
frutas citricas, seringueira e banana, sendo também usado no con-
trole de plantas aquaticas®.

O GLI, [N-(fosfonometil)-glicina], € formado por uma glicina e
um radical aminofosfato, substituinte de um dos hidrogénios do grupo
o-amino. E classificado como herbicida nio seletivo, sistémico e
pds-emergente. O seu grande sucesso deve-se a sua elevada eficién-
cia na eliminacio de ervas daninhas com a vantagem de ter uma
baixa toxicidade aos que o manipulam’.

O GLI apresenta uma baixa toxicidade aguda, o seu DL oral varia
entre 1950 a 5000 mg kg de massa corpérea em camundongos, ratos e
cabras'®. Apesar do glifosato ser citado como pouco téxico, ha evidén-
cias de efeitos deletérios no ambiente, principalmente devido a resis-
téncia adquirida por algumas espécies de ervas, apds o uso prolongado
do herbicida?. Um estudo com ratas no periodo de gestacdo, para as
quais se administrou doses de GLI Roundup® diluido em dgua, consta-
tou que este herbicida provocou retardamento no desenvolvimento do
esqueleto dos fetos''. Em um outro estudo, observou-se que ele pode
alterar a atividade enzimética de prenhes e de seus fetos'.

Novos estudos estdo surgindo para averiguar o potencial de conta-
minacdo deste herbicida em cereais geneticamente modificados resis-
tentes a0 mesmo. Granby e colaboradores' analisaram GLI em cereais
através de um método simples e rdpido utilizando cromatografia em
fase liquida de alta eficiéncia (CLAE), sendo a extragio efetuada com
dgua por ultrassonificacdo, a purificagdo e separagdo feitas com uma
coluna em fase reversa a base de poliestireno ligada em série com uma
coluna cromatografica, sendo a deteccdo efetuada por espectrometria
massa/massa com ioniza¢@o por eletrospray. Hd estudos de andlise de
GLI em cereais que empregam o adsorvente C-18 em extragdio em fase
solida (EFS), substituindo as resinas trocadoras de ions, comumente
utilizadas nas etapas de purificacdo dos extratos'*.



6 de Abreu et al.

Existem poucos artigos na literatura que abordam diretamente
a andlise de GLI em soja transgénica. Dentre os encontrados, tem-
se o trabalho feito por Arregui e colaboradores’, que analisaram o
GLI e seu principal metabdlito, o d&cido aminometilfosfonico (AMPA)
em plantas e grdos de soja. O grupo monitorou 5 regides da Argen-
tina entre os anos de 1997 a 1999, encontrando quantidades de GLI
entre 1,9 a 4,4 mg kg!' nas plantas e 0,1 a 1,8 mg kg em gréos.
Tracos do AMPA também foram encontrados, demonstrando que
ocorreu metabolizacdo do GLI.

Os efeitos da degradacdo do GLI em AMPA pelo metabolismo
das plantas de soja resistentes a0 mesmo também foram estudados,
e observou-se que a formagdo do AMPA pode decorrer em prejuizos
nas culturas de soja geneticamente modificadas resistentes ao GLI,
visto que o seu metabdlito também apresenta caréter fitotoxico®.

O presente trabalho apresenta um método validado de andlise de
GLI em graos de soja, com duas etapas de purificacdo dos extratos. A
primeira por particdo com cloroférmio e a segunda por extragdo em
fase sélida com resina trocadora de anions, sendo que a escolha de
uma resina anionica deveu-se ao fato de que, nas formulacdes comer-
ciais, o GLI estd na forma de um sal 4cido e, sendo a extrac@o realiza-
da em meio aquoso, ele estard na sua forma anionica. A derivag@o,
necessdria para a andlise efetuada por cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massa, foi feita com a adigdo de anidrido
trifluoroacético (TFAA) e trifluoroetanol (TFE), sob aquecimento a
100 °C por 1 h. A andlise cromatografica foi efetuada 24 h apds a
derivagdo, devido a instabilidade do derivado®.

Para a validagdo, foram observados os seguintes critérios:
seletividade, intervalo de trabalho, linearidade, sensibilidade, exati-
dao, precisdo, limite de detec¢do (LD), limite de quantificacdo (LQ).

PARTE EXPERIMENTAL
Padrdes, solucdes e materiais

Utilizou-se padrdo de GLI (98%) certificado (Dr. Ehrenstorfer
GmbH, Augsburg —Alemanha). Preparou-se solugdo estoque na con-
centracdo de 109 mg L' e solucdo de trabalho de 10 mg L, utili-
zando-se dgua ultrapurificada (Milli Q®).

Preparou-se solugdo dgua:metanol:HCI, na propor¢do de
140:60:2,7 (v/vlv), respectivamente, com metanol (grau HPLC,
100,0% Mallinckrodt) e HCI concentrado (36,9%, Mallinckrodt);
solucgdes de HC1 6,0 mol L' e NaOH (98%, Dinamica) 1,0 mol L
foram preparadas com dgua ultrapurificada.

Utilizou-se papel de pH Universalindikator (pH 0-14, Merck).
Foram utilizadas resinas trocadoras de ions, Amberlite IRA-420
(Cl)) e Amberlite IR-120 (Na*), ambas da Synth; colunas de EFS (5
mL, 500 mg) C-18 e CN (Supelco) e colunas de vidro preparadas
com 4 g de adsorvente Florisil (Merck); TFAA (99,5%, Vetec) e
TFE (99%, J. T. Baker); acetato de etila (grau HPLC, J. T. Baker) e
cloroférmio (grau HPLC, Synth).

Preparo das amostras

Para a validacdo do método, usaram-se grdos de soja organica
(cultivar BR 36) ndo transgénica. Os grios de soja foram triturados
em um liquidificador industrial (VISA) e, posteriormente, peneira-
dos em malha de 35 mesh.

Fortificacdo das amostras
Amostras de 1,00 g da farinha de soja foram colocadas separada-

mente em frascos de vidro (50 mL). Procedeu-se a fortificagdo com a
adicdo de GLI nas concentragdes de 200, 500 e 1000 ug kg''; agitan-
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do-se energicamente por 1 min e deixando-se em repouso por 2 h a
temperatura ambiente para secura completa da solugdo contaminante.
Todos os niveis de fortificagdo foram efetuados em triplicatas.

Escolha do material adsorvente

Realizaram-se testes com diferentes adsorventes com o intuito
de averiguar suas eficiéncias na eliminag¢@o das impurezas contidas
na amostra. Foram utilizados adsorventes de EFS apolar, de média
polaridade e polar, C-18, CN e florisil, respectivamente. O condicio-
namento, bem como a elui¢do, foi efetuado com 10,0 mL de metanol
e 10,0 mL de 4gua ultrapurificada subseqiientemente.

As resinas, catidnica (IR-120) e anionica (IRA-420), foram uti-
lizadas com o objetivo de reter o analito e deixar que as impurezas
percolassem pela coluna. A resina catidnica foi condicionada com
20,0 mL HCL 0,2 mol L"! e a resina ani6nica foi condicionada com
20 mL de dgua ultrapurificada.

Os adsorventes C-18, CN e florisil foram testados e mostraram-
se ineficientes, sendo as amostras tratadas com estes descartadas
devido ao alto grau de impurezas contidas nelas, o que inviabilizou
a andlise cromatogréfica. A resina catidnica, a principio, mostrou-
se eficiente, mas quando as amostras foram secas em evaporador
rotativo, observou-se formacéo de precipitados de NaCl, o que tam-
bém inviabilizou a andlise cromatografica. A purificagdo com a re-
sina anidnica mostrou-se a mais eficaz dentre as estudadas e, por-
tanto, foi escolhida para a etapa de purificacdo das amostras.

Extracao do GLI

Adicionaram-se 10,0 mL de dgua ultrapurificada as amostras
de farinha de soja fortificadas (1,00 g), agitou-se manualmente por
1 min; deixou-se a amostra em repouso por uma noite em geladeira.
Agitou-se novamente a amostra por 1 min; em seguida todo o seu
contetdo foi transferido para um tubo de ensaio de 15 mL, sendo
entdo centrifugada a 3000 rpm por 5 min em centrifuga (4K15,
Sigma). Retirou-se uma aliquota de 5,0 mL do sobrenadante para a
purificagdo.

Purificacio das amostras

Adicionou-se uma aliquota 2,0 mL de cloroférmio para retirar
compostos soldveis em solvente organicos; agitou-se a mistura ener-
gicamente por 2 min e centrifugou-se novamente nas mesmas con-
di¢des da centrifugagdo anterior. Em seguida, transferiu-se todo o
sobrenadante (fase aquosa), para um recipiente de 50 mL; adicio-
naram-se 5,0 mL de dgua ultrapurificada e gotas de solucdo de NaOH
(1,0 mol L") para ajustar o pH entre 10 e 11, sendo este medido
com auxilio de papel indicador.

A segunda etapa de purificacio foi efetuada utilizando-se resi-
na trocadora de anions fortemente bdsica (IRA—420) empacotada
em uma coluna de vidro (15 cm; ¢ = 2,0 cm), composta de torneira
para controle da vazdo e 13 de vidro para reter a resina na coluna. A
coluna foi empacotada com 4,0 mL da resina. Em seguida foi condi-
cionada com 50,0 mL de dgua ultrapurificada, para retirar o excesso
de ions cloreto. O extrato alcalinizado foi adicionado a coluna, la-
vando-se o recipiente que o continha com trés parcelas de 5,0 mL
de dgua ultrapurificada. A passagem do extrato pela coluna ocorreu
pela gravidade, a vazdo de 3 mL min™.

O analito retido na resina, foi eluido com 1 X 1,0 mL e 2 x 2,0
mL de HC1 6,0 mol L' e 5,0 mL de dgua ultrapurificada, pela gravi-
dade a vazdo de 3 mL min’. O eluato foi coletado em baldo de
fundo redondo de 50 mL e levado a secura em evaporador rotativo
(TE-120, Tecnal), a uma temperatura de 50 °C e pressdo reduzida
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de —660 mm Hg. Dissolveu-se o extrato seco com 3 x 0,4 mL de
solucdo dgua:metanol:HCI (160:40:2,7) (v/v/v), transferindo-o
quantitativamente para ampola de vidro fabricada no laboratério.

Derivacao da amostra

As amostras contidas nas ampolas de vidro, do item anterior,
foram evaporadas a secura sob fluxo de nitrogénio, e adicionadas
800 uL de TFAA e 400 puL de TFE. Apés lacrarem-se as ampolas
com auxilio do bico de Bunsen, foram colocadas em estufa (TE-
395, Tecnal) a 100 °C, por 1 h. Apds atingir a temperatura ambien-
te, secou-se novamente sob fluxo de nitrogénio e retomou-se as
amostras a 1,0 mL com acetato de etila, sendo mantidas em gela-
deira por 24 h para posterior andlise cromatografica.

Anadlise cromatografica

As andlises foram efetuadas em um cromatdgrafo a gas (GC-17A,
Shimadzu), acoplado a um espectrometro de massas (QP-5000,
Shimadzu), equipado com uma coluna capilar HP-5 (5%-fenil-
metilpolissiloxano) da J&W Scientific, de 30 m de comprimento, 0,25
mm de didmetro interno e 0,25 pm de espessura do filme. O volume de
injecdo foi de 1,0 UL, no modo sem divisdo da amostra, splitless.

A temperatura inicial da coluna de 70 °C foi mantida por 2 min,
em seguida foi elevada até 200 °C (30 °C min™) e depois a tempera-
tura de 270 °C (10 °C min™), sendo esta dltima mantida por 6,74
min. A temperatura do injetor foi de 260 °C e a temperatura da
interface foi de 270 °C. A pressdo na coluna foi de 100 kPa, o gds de
arraste foi o hélio (5.0 analitico, White Martins), a uma vazdo de
1,5 mL min.

Os espectros foram obtidos pela técnica de impacto eletronico,
com energia de 70 eV, com programacgdo para monitoramento de
fon selecionado (modo SIM). Para geracdo dos cromatogramas, do
fragmentograma e quantificagio foi utilizado o software CLASS-
5000 da Shimadzu.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Consideracdes sobre o procedimento analitico

O processo de trituragdo da soja foi efetuado sem que ocorresse
a formacgdo de 6leo na soja triturada. Foram utilizados pequenos
volumes da solugdo contaminante para que ndo ocorressem interfe-
réncias significativas, além das interagdes que ocorrem na propria
amostra, visto que a soja possui enzimas denominadas lipoxigenases
que, quando em contato com a dgua fria, iniciam uma reacio que
produz compostos como aldeidos, cetonas e dlcoois'®.

A extracdo do GLI em matrizes de farinha de soja mostrou-se
eficiente, evidenciando que a molécula do GLI ndo foi alterada pe-
las enzimas contidas na soja em presenca de dgua.

A primeira parte do processo de purificagdo dos extratos foi
constituida de extracdo por particdo entre a amostra aquosa e cloro-
férmio, o qual pode ser substituido por diclorometano, conforme o
trabalho de Alferness e colaboradores'’. Com auxilio de uma
micropipeta observou-se que cerca de 0,3 a 0,4 mL de substincias
soldveis no solvente organico foram retiradas da amostra.

A resina anidnica, ao ser condicionada com 4dgua ultrapurificada,
tem o excesso de fons cloreto retirado, diminuindo o seu cardter
bésico. Ao adicionar a amostra, com pH entre 10 e 11, maior que o
pH da coluna, onde o GLI apresenta total dissocia¢do, os anions
cloretos da resina sdo substituidos pelos anions de GLI. A eluigdo ¢
efetuada com excesso de ions cloreto, restabelecendo a resina ao
seu estado inicial.
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Purificagdes de extratos com o pH menor que 10 e maior que
11 também foram estudadas. Com o pH menor que 10, observou-
se que a amostra ndo foi completamente limpa. Com o pH maior
que 11, observou-se que ocorreu a saturacdo da resina com excesso
de fons (OH") e proteinas ionizadas com carga negativa, dificultan-
do a percolagdo da amostra pela coluna.

Ap0s a etapa de derivagdo ter sido concluido e a amostra seca,
observou-se a presenga de um precipitado. Este fato ocorreu devido
a derivagdo de proteinas, aminodcidos, ou outras substancias
ionizdveis contidas na soja, ou ambas, que permaneceram na amos-
tra, apés as etapas de purificagdo. Esta derivacio provoca o aumen-
to do tamanho de suas estruturas moleculares devido ao acréscimo
de substituintes organofluorados, fazendo com que haja formacio
de um precipitado, ap6s a secura do extrato. O precipitado formado
mostrou-se pouco solivel em acetato de etila. A Figura 1 ilustra a

etapa de derivacdo do GLI.
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Figura 1. Esquema de conversdo do GLI em seu respectivo derivado

Consideracgoes sobre a analise cromatografica

O tempo de retencdo do GLI derivado foi de 5,84 min, sendo
que a gaussiana apresentou boa resolugio (Figura 2). Os fons esco-
lhidos para o monitoramento foram 511 m/z (ion molecular do GLI
derivado) e 411 m/z decorrente da perda de um dos substituintes
(OCH,CF,), visto que estes ndo sofreram interferéncias de substan-
cias presentes na amostra.

b 5LI

504

U L e L - s
Figura 2. Cromatograma do composto GLI derivado (500 ng)

Validacdo do método

Seletividade

O método proposto apresentou boa seletividade como pode ser
observado na Figura 3, onde sdo comparados cromatogramas de um
composto GLI derivado com cromatogramas de amostras testemunha
(amostra correspondente a matriz analisada, isenta de contaminacio
pelo analito em estudo). Na da Figura 3 pode-se observar que ndo
existem picos cromatograficos provenientes da amostra testemunha
no tempo de retengdo (t) do GLI (5,84 min), pois o primeiro sinal
provindo da amostra testemunha € observado em 6,06 min.

Na Figura 4 sdo apresentadas as andlises da amostra testemu-
nha. O cromatograma A mostra os sinais de substincias contidas na
matriz, que foi submetida aos mesmos processos de extra¢do, puri-
ficacdo e derivagdo, com andlise cromatogréfica apds 24 h da deri-
vacdo. O cromatograma B, com andlise cromatografica apds 48 h
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o SIS R

5 10 min
Figura 3. Sobreposi¢do dos cromatogramas da amostra testemunha, linha
de base superior, com o da amostra do composto GLI derivado (1000 ng),
linha de base inferior

apds a derivagdo, apresentou sinais semelhantes aos do cromato-
grama A, mas com maior intensidade, o que pode ser devido a de-
gradagdo dos constituintes da amostra durante o periodo de 48 h,
produzindo compostos que geram os fons monitorados. Apesar de
ocorrer um aumento na intensidade nos sinais no cromatograma B,
ndo foi observado neste cromatograma nenhum sinal antes de 6,0
min, o que garante que as andlises das amostras fortificadas possam
ser efetuadas em até 48 h apds a derivacdo, com excelente
seletividade.

04

t

4 10 min
uh
504 B
0
4 10 ity

Figura 4. Cromatograma da amostra testemunha, apos 24 h da derivagdo
(A). Cromatograma da amostra testemunha, apos 48 h da derivagdo (B)

Limite de Detec¢do e Quantificagdo

Os limites de detecgdo (LD) e de quantificagio (LQ) do método
foram calculados através da relacdo sinal/ruido de 3 e 10 vezes,
respectivamente'®. Os valores de LD e LQ, relativos a0 método nas
condigdes analiticas utilizadas, foram de 60 e 200 pg kg™, respecti-
vamente. O limite de quantificacdo (200 pg kg') para o método
proposto foi satisfatério, pois € inferior ao limite de quantificagdo
encontrado no trabalho de Hogendoorn', que foi de 500 pg kg™
para andlise de GLI em cereais; também € inferior ao limite maxi-
mo de residuos (LMR) estabelecido pela ANVISAS para a soja (10,0
mg kg™!) o que possibilita a aplicacdo deste método na averiguacdo
do nivel de contaminacdo deste cereal.

Linearidade
Para a obtencdo da curva analitica, foi determinada primeira-
mente a faixa de trabalho. A faixa escolhida foi de 200 a 1000 pg
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kg'. O coeficiente de correlagio (r) foi de 0,9965, mostrando que
existe uma forte correlag@o entre as concentragdes estudadas e o
sinal gerado pelo equipamento. A curva analitica obtida pode ser
expressa pela equagdo: y = 3,819x — 185,2.

Ensaios de recuperacdo

Os ensaios de recuperacdo foram utilizados para averiguacio
da precisdo e exatiddo do método. O ensaio de recuperacio consti-
tui o método mais utilizado para validacdo de processos analiticos.

A recuperacdo estd relacionada com a exatiddo, pois reflete a
quantidade de determinado analito, recuperado no processo, em
relagdo a quantidade real presente na amostra. A exatiddo ¢ expres-
sa como erro sistemdtico percentual, inerente ao processo. O erro
sistemdtico ocorre pela perda da substincia devido a baixa recupe-
ragdo da extragdo, medidas volumétricas imprecisas ou substincias
interferentes na amostra'.

Segundo o INMETRO?, a recuperacdo ¢ calculada da seguinte
forma:

c,-C

Recuperagdo (%) = 2 Ix100

3

onde: C, = concentragdo determinada na amostra fortificada; C, =
concentragdo determinada na amostra ndo fortificada; C, = concen-
tracdo adicionada.

A exatiddo foi avaliada usando um minimo de 9 determina-
¢oes, sendo estas com 3 niveis de concentragdes, com 3 réplicas
em cada nivel®'. Os resultados obtidos através dos ensaios de recu-
peracdo encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados dos ensaios de recuperagio

GLI Recuperagio  Recuperag¢io D.P> CV©
adicionado (ng) (ng)* (%)* (%)
200 166 83,0 2,5 3,1
161 80,5
156 78,0
500 562 112,4 17,4 18,7
447 89.4
391 78,2
1000 913 91,3 32 3,5
955 95,5
892 89,2

4 GLI recuperado para cada nivel de fortificagdo; *desvio padrdo
para cada nivel de fortificacdo; coeficiente de varia¢do percentual
para cada nivel de fortificag@o.

Os resultados obtidos foram considerados excelentes, pois as re-
cuperacdes estdo compreendidas na faixa entre 70 e 120%, a qual ¢
recomendada pela literatura para andlise de residuos de pesticidas'?!,
o que indica que o método € exato. Observa-se que as menores recu-
peragdes foram obtidas no nivel correspondente ao LQ do método.
No nivel de fortificacio de 500 ng ocorreram variagdes na recupera-
¢do, o que elevou o desvio padrdo e o coeficiente de variacdo percentual
CV (%), mas este ndo ultrapassou o limite estabelecido de 20%, va-
lor aceitdvel para andlise de residuos de pesticidas®**, mostrando
desta forma que o método € bastante preciso.

Tratamento estatistico do teste de recuperagcdo
Para avaliar a exatiddo podem-se calcular as médias dos trés ni-
veis de fortificagdo aplicando-se o teste de significancia, utilizando o
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Teste t de Student'. Os valores utilizados estdo contidos na Tabela 2.

Os valores foram submetidos ao teste hipotese, sendo
estabelecida como hipétese nula (H): i = 100% e como hipdtese
alternativa (H,): i # 100%. O valor de ¢ experimental foi calculado
através da Equacdo™:

_ (ikcc - Ll)\/;

exp
S Rec

onde: X, € amédia de recuperagdo do método, L € o valor espera-
do (100%), n o tamanho da amostra (3) e S, o desvio padrdo das
médias de recuperacdo de cada nivel de fortificacdo.

Tabela 2. Médias das recuperacdes para cada nivel de fortificag@o,
média de recuperacdo do método, desvio padrdo e valor de ¢
calculado.

Nivel Recuperagio® e S It I
Fortificagado (%) (%)

200 80,5

500 93,3 88,6 7,04 2.8
1000 92,0

¢ Médias das recuperagdes para cada nivel de fortificagdo; ® média
de recuperagdo do método; desvio padrao da média das recuperagdes
de cada nivel de fortifica¢do; ¢¢ de Student calculado.

O valor calculado de Ly foi de 2,8 e o valor de ¢ tabelado )43
com 95% de confianca e n-1 graus de liberdade. Como |z, | <1, .
aceita-se a hipétese nula (H), ou seja, ndo se pode afirmar que exis-
tam diferencas significativas entre o valor esperado e o encontrado,
com 95% de confianca entre as recuperagdes obtidas e o valor espe-
rado, mostrando que o método proposto € suficientemente exato.

CONCLUSAO

O método proposto foi considerado exato devido as excelentes
recuperacdes, estando dentro da faixa aceita para andlise de residu-
os de pesticidas (70-120%), e por ndo mostrar diferencas significa-
tivas entre a média das recuperacdes com o valor desejado, como
determinado no célculo estatistico empregando-se o teste ¢ de
Student. Este também foi considerado preciso devido aos valores
CV (%), estando todos abaixo do limite estipulado para andlise de
residuos de pesticidas (20%). O método utilizado, com duas etapas
de purificag@o, uma por particdo com solvente orgénico e outra por
extragdo em fase s6lida com resina anidnica, e andlise por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas,
pode ser utilizado na andlise de matrizes reais com alto grau de
confiabilidade e, desta forma, contribuir para o monitoramento de
pesticidas, neste caso o GLI, em culturas geneticamente modifica-
das ou ndo, visto que este herbicida também € aplicado em culturas
de soja comum como dessecante.

Desenvolvimento e validagao de método de andlise de glifosato em gréos de soja 9

MATERIAL SUPLEMENTAR

No material suplementar, disponivel gratuitamente em http://
quimicanova.sbq.org.br na forma de arquivo PDF, estdo contidos o
fragmentograma do GLI (Figura 1S) e exemplos de cromatogramas
de amostras fortificadas nos niveis 200 e 1000 ug kg (Figura 2S).
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Figura 1S. Fragmentograma do composto GLI derivado

ey uA
GLI C GL\ D
504 504
i i |
4 1l[| it 4 10 min

Figura 2S. Cromatograma de dois niveis de fortificagdo. C (200 ug kg'); D (1000 ug kg")
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