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Otimização e validação de métodos de extração para determinação do herbicida florpirauxifen-

benzil nas matrizes solo e arroz 

 

 

 

RESUMO 

O florpirauxifen-benzil é um herbicida pertencente à classe das auxinas sintéticas que foi liberado no Brasil 

no ano de 2019, para as culturas de arroz, cana-de-açúcar, milho e soja. Em virtude de sua recente 

liberação, ainda são escassos os estudos de validação de metodologias de extração e análise de resíduos 

até o momento. Diante deste cenário, é importante um estudo de novas metodologias de extração e análise 

que poderão ser aplicadas para a quantificação de seus resíduos. Por isso, este estudo teve como objetivo 

otimizar e validar a extração sólido-líquido com purificação em baixa temperatura (ESL-PBT), para a 

determinação de florpirauxifen-benzil, nas matrizes solo e arroz, usando cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada à detecção por arranjo de diodos (HPLC-DAD). O método de extração utilizou 4,0 g da 

matriz, 4 mL de água e 8 mL de fase extratora. O sistema foi homogeneizado e congelado a – 20 °C por 

uma hora. Então, parte do extrato foi recuperado, evaporado, ressuspenso em solvente e armazenado em 

freezer até análise por HPLC-DAD. Para o desenvolvimento da metodologia para a matriz arroz, uma etapa 

de clean-up precisou ser acrescentada, em razão do aspecto amarelado e gorduroso do extrato, que foi 

recuperado, após a etapa de secagem. Foram otimizadas condições cromatográficas e condições de 

extração do composto para as matrizes estudadas. As melhores condições cromatográficas, para a matriz 

solo, foram alcançadas, usando coluna Poroshell, temperatura de 30 °C, composição de fase móvel 

acetonitrila e água (85:15 v/v) com ácido fórmico 0,1% (v/v), 243 nm como comprimento de onda e fluxo 

de 0,3 mL min-1. Durante a ESL-PBT, seis fases extratoras foram avaliadas. A melhor fase extratora foi a 

acetonitrila, contendo ácido fórmico a 0,1% (v/v), que apresentou uma taxa de recuperação de 104,0% e 

desvio-padrão relativo (DPR) inferior a 4,0%. Foram obtidos limite de detecção de 5 µg kg-1 e limite de 

quantificação de 20 µg kg-1. O estudo de estabilidade apresentou um resultado de 17,5 dias para o tempo 

de meia vida do composto. As melhores condições cromatográficas, para a matriz arroz, foram alcançadas, 

usando coluna Kinetex, temperatura de 25 °C, composição de fase móvel metanol e água (78:22 v/v), 260 

nm como comprimento de onda e fluxo de 0,3 mL min-1. A condição ótima de extração foi obtida, utilizando 

acetonitrila e água (2:1) como fase de extração, seguida de clean-up dos extratos com alumina na 

proporção de 50 mg de alumina por mL de extrato. As porcentagens de recuperação alcançadas foram 

próximas de 100%, com um desvio-padrão relativo (DPR) inferior a 9,0%. O resultado apresentou efeito 

de matriz significativo (184,3%), mas a metodologia foi precisa, exata, linear e seletiva, com limite de 

quantificação de 5,0 μg kg-1. 

 

Palavras-chave: florpirauxifen-benzil; auxina sintética; ESL-PBT. 

  



 

Optimization and validation of extraction methods for determining the herbicide florpyrauxifen-

benzyl in matrices soil and rice 

 

 

 

ABSTRACT 

Florpyrauxifen-benzyl is a herbicide belonging to the synthetic auxin class that was released in Brazil in 

2019, for rice, sugar cane, corn and soybean crops. By virtue its recent release, there are still few validation 

studies on waste extraction methodologies and analysis to date. Given this scenario, it is important to study 

new extraction and analysis methodologies that can be applied to quantify waste. Therefore, this study 

aimed to optimize and validate solid-liquid extraction with low temperature purification (SLE-LTP), for the 

determination of florpyrauxifen-benzyl, in soil and rice matrices, using high-performance liquid 

chromatography coupled to detection by diode array (HPLC-DAD). The extraction method used 4.0 g of 

matrix, 4 mL of water and 8 mL of extractor phase. The system was homogenized and frozen at – 20 °C for 

one hour. Then, part of the extract was recovered, evaporated, resuspended in solvent and stored in a 

freezer until analysis by HPLC-DAD. To development of the methodology for the rice matrix, a clean-up 

stage needed to be added, due to the yellowish and greasy appearance of the extract, which was recovered 

after the drying stage. They were optimized chromatographic conditions and compound extraction 

conditions for the studied matrices. The best chromatographic conditions for the soil matrix were achieved 

using a Poroshell column, temperature of 30 °C, mobile phase composition of acetonitrile and water (85:15 

v/v) with 0.1% (v/v) formic acid, 243 nm as wavelength and flow of 0.3 mL min-1. During SLE-LTP, six 

extractor phases were evaluated. The best extracting phase was acetonitrile, containing 0.1% (v/v) formic 

acid, which presented a recovery rate of 104.0% and relative standard deviation (RSD) of less than 4.0%. 

They were obtained a detection limit of 5 µg kg-1 and a quantification limit of 20 µg kg-1. The stability study 

presented a result of 17.5 days for the half-life time of the compound. The best chromatographic conditions 

for the rice matrix were achieved using Kinetex column, temperature of 25 °C, mobile phase composition 

of methanol and water (78:22 v/v), 260 nm as wavelength and flow of 0.3 mL min-1. The optimal extraction 

condition was obtained using acetonitrile and water (2:1) as the extraction phase, followed by clean-up of 

the extracts with alumina in the proportion of 50 mg of alumina per mL of extract. The recovery percentages 

achieved were close to 100%, with a relative standard deviation (RSD) of less than 9.0%. The result 

presented a significant matrix effect (184.3%), but the methodology was precise, accurate, linear and 

selective, with a quantification limit of 5.0 μg kg-1. 

 

Keywords: florpyrauxifen-benzyl; synthetic auxin; SLE-LTP. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

Na última década, o Brasil esteve entre os países que mais utilizaram agrotóxicos no mundo, 

correspondendo, em 2021, a aproximadamente 20% do consumo mundial. Na mesma via, a utilização de 

compostos químicos, para realizar o controle de pragas no país, vem aumentando e, desde o ano de 2018, 

observa-se crescente e significativo incremento na liberação de registros, componentes e afins (FAO, 

2023; MAPA, 2023). 

Entre os vários registros de agrotóxicos no Brasil, durante o ano de 2019, podemos destacar o 

composto denominado florpirauxifen-benzil. Essa substância foi registrada como Produto Formulado à 

Base de Ingrediente Ativo Novo (PFN) e liberado para uso no território brasileiro para a cultura do arroz. 

Trata-se de um herbicida que pertence à classe das auxinas sintéticas e é atuante no controle de plantas 

daninhas resistentes em locais aquáticos de água doce (ANVISA, 2023; APVMA, 2018; MDA, 2019).  

De acordo com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária brasileira (ANVISA), o herbicida 

apresenta classificação toxicológica nível III, indicando que é medianamente tóxico com perfil de toxicidade 

ocorrendo por vias oral, cutânea e inalatória (ANVISA, 2023; MDA, 2019). Com relação à quantificação 

dos resíduos de florpirauxifen-benzil, estudos demonstram que ainda existem diversas lacunas de dados, 

como, por exemplo, a falta de resultados de quantificação em pólen, produtos apícolas, solo e de 

contaminação ambiental (EFSA, 2018).  

As análises de monitoramento desse composto, propostas pela Agência de Proteção Ambiental 

Americana (em inglês, United States Environmental Protection Agency-US EPA), Agência Regulatória 

Européia (em inglês, European Food Safety Authority-EFSA) e Agência Australiana de Pesticidas e 

Medicamentos Veterinários (em inglês, Australian Pesticides and Veterinary Medicines-APVMA), indicam, 

até o momento, que a metodologia de extração deve ocorrer pelo método QuEChERS (em inglês 

Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), cuja sigla em português significa um método rápido, 

fácil, barato, eficaz, robusto e seguro. Para as análises, recomendam a cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada à espectrometria de massas (em inglês, High Performance Liquid 

Chromatography to tandem Mass Spectrometry-HPLC-MS/MS) (US EPA, 2017a; APVMA, 2018; EFSA, 

2018; MDA, 2019). 

Embora essa metodologia de extração tenha se mostrado eficiente, é desejável o 

desenvolvimento de outras que possam ser mais simples, mais fáceis de executar, mais eficientes e 

mais baratas. Nesse sentido, trabalhos anteriores mostraram que a extração sólido-líquido com a 

purificação em baixa temperatura (ESL-PBT) atendeu a essas características, quando aplicada a 

outros contaminantes ambientais, em diferentes tipos de matrizes (PINHO et al., 2009; ANDRADE et 

al., 2017; MESQUITA et al., 2018). Uma vantagem da metodologia de ESL-PBT é que a extração e 

limpeza dos extratos ocorrem em uma única etapa. 

A análise por cromatografia líquida utilizando o detector por arranjos de diodos (em inglês, High 

Performance Liquid Chromatography with Diode-Array Detection-HPLC-DAD), é uma opção que tem 

se mostrado eficiente e promissora. Os resultados alcançados por esta metodologia têm atendido as 

exigências de padrões internacionais na quantificação de diferentes analitos (SICUPIRA et al., 2019; 

VIEIRA et al, 2022; LOPES; SICUPIRA; SILVÉRIO, 2023). 
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Faz-se necessário ampliar o conhecimento acerca dos métodos de extração de análise de resíduos, 

da capacidade de persistência e biodegradabilidade do florpirauxifen-benzil, quanto aos diferentes tipos 

de matrizes, em que esse composto poderá estar presente, visto que essas matrizes podem ser 

contaminadas causando prejuízos à biota e aos seres humanos. 

As matrizes estudadas têm grande importância, no monitoramento dos analitos, por se tratarem de 

um dos destinos da cadeia de uso dos agrotóxicos. As matrizes solo e arroz foram escolhidas neste estudo 

por se tratar de fontes diretas de contato com o herbicida, sendo ainda o arroz um cereal que está presente 

diariamente na alimentação do brasileiro, o que o potencializa a se tornar uma fonte de contaminação ao 

ser humano. 

Dessa forma, espera-se com este estudo contribuir para que uma nova metodologia de extração e 

quantificação possa ser implantada, em análises de resíduos desse agrotóxico, a fim de realizar 

acompanhamento dos riscos de contaminação do meio ambiente e possível intoxicação do cidadão pela 

exposição e consumo contínuo do alimento. 

Por isso, a proposta deste trabalho envolveu o estudo da metodologia de ESL-PBT, para resíduos 

do agrotóxico florpirauxifen-benzil, em amostras de solo e arroz com quantificação, por meio de 

cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por arranjo de diodos (HPLC-DAD). Esse método 

foi validado, por meio da faixa de linearidade, precisão, exatidão, seletividade, limite de quantificação e 

detecção e efeito de matriz, entre outros, conforme recomendação do protocolo SANTE (SANTE, 2021). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Otimizar e validar o método de extração sólido-líquido com purificação em baixa temperatura (ESL-

PBT) para determinação de resíduos do herbicida florpirauxifen-benzil, em amostras de solo e arroz, 

usando cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por arranjo de diodos (HPLC-DAD). 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

2.2.1. Otimizar as condições cromatográficas para a determinação do florpirauxifen-benzil em 

extratos de solos e arroz. 

 

2.2.2. Otimizar o método de extração sólido-líquido com purificação em baixa temperatura (ESL-

PBT), para a determinação do florpirauxifen-benzil, em amostras de solos e arroz. 

 

2.2.3. Validar o método de extração ESL-PBT por meio da seletividade, linearidade, limite de 

detecção, limite de quantificação, exatidão, precisão e efeito de matriz. 

 

2.2.4. Aplicar o método otimizado e validado para avaliar a estabilidade desse herbicida no solo. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Uso de agrotóxicos no Brasil 

 

A consolidação da indústria agroquímica, após a segunda guerra mundial, na América do Norte e 

na Europa Ocidental, associada ao desenvolvimento e aplicação de tecnologias, para esse setor, 

introduziram novos tipos de agrotóxicos na cadeia produtiva impulsionando o seu uso na agricultura 

(JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009; BRAIBANTE; ZAPPE, 2012). No Brasil, esse processo foi 

incentivado, durante a revolução verde, por meio de programas de liberação de créditos, para os 

produtores agrícolas e ocorreu, nas décadas de 1970, por meio do Programa Nacional de Defensivos 

Agrícolas (PNDA) (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018; MORAES, 2019). 

No ano de 2021, o Brasil ocupou o primeiro lugar entre os países que mais utilizaram agrotóxicos 

no mundo, e os herbicidas foram os mais consumidos, chegando ao total de 407,5 mil toneladas, o que 

correspondeu a 56,6% de todo agrotóxico vendido no país, como pode ser observado na Figura 1 (FAO, 

2023; IBAMA, 2023). 

 

Figura 1 – Consumo de agrotóxicos no Brasil no ano de 2021. 

 

Fonte: Adaptado de FAO, 2023. 

 

No ano de 2022, foram liberados 652 novos registros de agrotóxicos no país (MAPA, 2023), entre 

os quais 35 foram inéditos, com formulações à base de ingredientes ativos novos, indicando uma tendência 

de crescimento na liberação dessas substâncias. Neste ano, o total de agrotóxicos químicos formulados 

chegou a quase duas vezes o total de agrotóxicos biológicos e orgânicos de baixo risco. A Tabela 1 mostra 

o número total de registros de agrotóxicos liberados, anualmente no Brasil, no período entre 2020-2022. 
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Tabela 1 – Número de registros aprovados de agrotóxicos no Brasil entre 2020-2022 

Ano Total 

2020 493 

2021 562 

2022 652 

Fonte: Adaptado de MAPA, 2023. 

 

Os principais programas de monitoramento de resíduos de agrotóxicos em alimentos no país são o 

Plano Nacional de Controle de Resíduos e Contaminantes (PNCRC) e o Programa de Análise de Resíduos 

de Agrotóxicos em Alimentos (PARA). Os resultados dessas análises são relevantes em desenvolvimento 

de pesquisas, programas de fiscalização, proteção da saúde e meio ambiente (MEIRA, 2015). 

A Agência de Vigilância Sanitária brasileira (ANVISA) é responsável por coordenar o Programa de 

Análise de Resíduos de Agrotóxicos em Alimentos (PARA). Esse programa, cuja abrangência é 

nacional, tem entre seus objetivos o monitoramento de resíduos de agrotóxicos, em alimentos de origem 

vegetal, a fim de produzir informações a respeito de possíveis riscos à saúde em função da dieta alimentar 

(ANVISA, 2020). 

Nesse contexto, observa-se com preocupação o crescente número de registros e é necessário 

reforçar a importância das análises de resíduos de agrotóxicos em alimentos e a divulgação de resultados 

a esse respeito.  

 

 

3.2 O herbicida florpirauxifen-benzil 

 

Os herbicidas podem ser classificados quanto à seletividade, espectro de ação, época de aplicação, 

mecanismo de ação, translocação na planta e caráter iônico. O herbicida florpirauxifen-benzil (Benzil 4-

amino-3-cloro-6-(4-cloro-2-fluor-3-metoxifenil)-5-fluorpiridina-2-carboxilato) é classificado como um 

mimetizador de auxina, um dos hormônios reguladores de crescimento vegetal, pelo seu mecanismo de 

ação (CARVALHO, 2013). 

Esse tipo de composto é também conhecido como auxina sintética é pertencente ao grupo-O, grupo 

dos benzoatos e dos (fenoxi, piridina, quinolina)carboxilatos. É capaz de causar uma série de alteração 

nos processos metabólicos da planta-alvo por sua ação nos mesmos locais (sítios) de ação da auxina 

natural. Sua aplicação pode promover a elevação da concentração da auxina, que não pode ser controlada 

pelo metabolismo natural da planta, dessa forma, ocorre um colapso no funcionamento celular, causando 

danos ao crescimento e levando a planta-alvo à morte por esgotamento de reservas e perda de função 

celular (CARVALHO, 2013). 

Este princípio ativo pode ser aplicado, na parte aérea das plantas daninhas, sendo absorvido 

pelas folhas e posteriormente metabolizado na forma ativa. O herbicida se move pelo floema e se 

acumula nas regiões de cultivo, atuando como um herbicida seletivo, sistêmico e pós-emergente. A 

estrutura química desse composto pode ser vista na Figura 2 (US EPA, 2017b; MDA, 2019; ANVISA, 

2023; WANG et al., 2021; ZHOU et al., 2022). 
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Figura 2 – Estrutura química da molécula do florpirauxifen-benzil. 
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Fonte: MDA, 2019. 

 

Esse herbicida foi autorizado, no Brasil, em 2019, pela resolução RE n. 1,394 de 24/05/2019, 

para ser usado no combate a plantas daninhas, em lavouras de arroz, cana-de-açúcar, milho e soja, 

mas também em outras culturas como algodão, sorgo e girassol, que geralmente podem ser cultivadas 

após a colheita do arroz (ANVISA, 2023; US EPA, 2017b; MDA, 2019; MILLER; NORSWORTHY, 

2018; ASSUNÇÃO et al., 2020; WRIGHT et al., 2021). 

O florpirauxifen-benzil possui baixa solubilidade em água (< 0,015 mg L-1) e elevada afinidade 

por solventes orgânicos apolares (MDA, 2019; APVMA, 2018; MILLER; NORSWORTHY, 2018). Essas 

características são favoráveis para a contaminação e acúmulo em solos, plantas, além de favorecer 

a entrada na cadeia alimentar, uma vez que algumas variedades de arroz têm sido cultivadas em 

solos altamente irrigados (ASSUNÇÃO et al., 2020). A Tabela 2 apresenta as principais propriedades 

físico-químicas desse herbicida. 

 

Tabela 2 – Propriedades físico-químicas do florpirauxifen-benzil 

Fórmula molecular C20H14Cl2F2N2O3 

Massa molecular 439,248 g mol-1 

Cor e estado físico Pó castanho 

pH a 23,4 ºC 
6,58 (1% m/m de dispersão em H2O 

destilada) 

Solubilidade em água (20ºC) 0,015 mg L-1 água purificada 

Solubilidade em solventes orgânicos (20ºC) 
210 g L-1 em acetona 

13 g L-1 em metanol 

Pressão de vapor 
4,6.10-05 Pa (25ºC) 

3,2.10-05 Pa (20ºC) 

Tempo de meia vida 8 a 10 dias para solo inundado 

Fonte: Adaptado de APVMA, 2018; IUPAC, 2019. 
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A toxicidade desse composto ao homem e ao meio ambiente tem sido objeto de estudos no 

Brasil e em outros países como Austrália, Itália, Espanha e Estados Unidos da América (APVMA, 2018; 

EFSA, 2018; BUCZEK et al., 2020). O perfil de toxicidade indica contaminação por vias oral, cutânea e 

inalatória, com classificação toxicológica, nível III, considerado medianamente tóxico. Portanto a inserção 

desse princípio ativo no meio ambiente deve ser monitorada detalhadamente, pois o uso desse 

produto pode causar episódios de contaminação ambiental e humana, e seus impactos ainda são 

pouco estudados e conhecidos (APVMA, 2018). 

Por causa de sua recente inserção na agricultura, são raros os relatos sobre o método de 

extração, para a determinação desse herbicida, em amostras de solo e arroz.  

 

 

3.3 Método de análise em matrizes sólidas 

 

Um método de análise precisa oferecer com eficiência a capacidade de extrair diferentes analitos 

de diferentes tipos de matrizes, remover os possíveis interferentes, ser robusto e preciso, rápido, de baixo 

custo, com reduzido tempo de análise e consumo de solventes orgânicos e reagentes químicos 

(HERCEGOVÁ; DÖMÖTÖROVÁ; MATISOVÁ, 2007). Diferentes métodos de extração e técnicas de 

análises têm sido empregados na tentativa de ampliar cada vez mais o alcance para diversas matrizes. A 

Tabela 3 apresenta os métodos de extração QuEChERS e ESL-PBT com diferentes técnicas analíticas 

para matrizes sólidas descritos na literatura. 

 

Tabela 3 – Métodos de extração e técnicas cromatográficas de análises descritas na literatura para a 

quantificação em matrizes sólidas 

Método de extração Técnica de análise Matriz Referência 

QuEChERSa 
LC-MS/MSb 

Arroz 

Rebelo et al., 2016 

Mardani et al., 2021 

Sefiloglu; Tezel; Balcioglu, 2021 

Solo Sefiloglu; Tezel; Balcioglu, 2021 

CG-tandem MS (MS/MS)c Arroz Mondal; Kole; Bhattacharyya, 2017 

 

ESL-PBTe 

 

CG-MSd Lodo de esgoto Ramalho et al., 2019 

CG-MS/MSf 
Lodo de esgoto 

Solo 
Andrade et al., 2017 

HPLC-DADg Solo Lopes; Sicupira; Silvério, 2023 

aQuick, easy, cheap, effective, rugged and safe; bcromatografia líquida de alta eficiência acoplada à 

espectrometria de massa em tandem; ccromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa em 

tandem; dcromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa; eextração sólido-líquido com 

purificação em baixa temperatura; fcromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas; 

gcromatografia líquida de alta eficiência com detecção por arranjo de diodos. 

Fonte: LOPES, J. C. S, 2024. 
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O método de extração QuEChERS (em inglês, Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged e Safe), cuja 

sigla em língua portuguesa remete à descrição das suas características como rápido, fácil, econômico, 

efetivo, robusto e seguro, foi proposto por Anastassiades e Lehotay em 2003. O princípio da técnica 

originalmente utilizada, no desenvolvimento do método QuEChERS, utiliza 10 g de amostra, 10 mL do 

solvente de extração, que normalmente é a acetonitrila, seguida pela agitação em vórtex. A partição do 

sistema ocorre pela adição de sais (normalmente, uma mistura de 1 g de NaCl e 4 g de MgSO4), que causa 

um efeito conhecido como “salting out” ao qual é atribuído uma melhora nos percentuais de recuperação 

do analito. Esses sais diminuem a solubilidade do sistema (dos analitos na fase aquosa e de água na fase 

orgânica), o que contribui para a redução do volume da fase aquosa e favorece a extração de compostos 

apolares. Um padrão interno é adicionado e uma etapa de Clean-up realizada por meio da extração em 

fase sólida dispersiva (em inglês, Dispersive Sólide Phase Extraction, D-SPE). Nessa etapa, ocorre a 

adição de uma mistura do sorvente (em inglês, Primary Secondary Amine, PSA) com MgSO4 (25 mg:150 

mg) por mL de extrato, seguida de centrifugação, o que possibilita diminuir os coextrativos polares 

(PRESTES et al., 2009).  

Algumas modificações no método original foram estudadas por Mastvoska e Lehotay, entre elas 

estão a acidificação da acetonitrila, por meio da utilização de ácido acético; a substituição do NaCl por 

acetato de sódio; o aumento dos volumes de amostra e solvente; a substituição da agitação em vórtex por 

agitação manual e a realização de uma etapa de concentração ao final do método. Essas alterações foram 

significativas e demonstraram melhorias na porcentagem de recuperação para compostos de diferentes 

polaridades, na seletividade e na diminuição dos limites de quantificação (MASTVOSKA; LEHOTAY, 2004; 

LEHOTAY; MASTOVSKÁ; LIGHTFIELD, 2005). 

Entre as vantagens do método de extração QuEChERS estão a capacidade de realizar o preparo 

de várias amostras, em curto espaço de tempo, uso reduzido de volumes de solventes e a obtenção de 

percentuais de recuperação superiores a 85% mesmo em compostos de diferentes polaridades (PRESTES 

et al., 2009; NAZIR; RAFIQUE; AHAD, 2017). Entretanto, como desvantagens, está a realização de etapa 

de clean-up e de concentração da amostra, uma vez que a concentração final do extrato obtido é inferior, 

quando comparado a outros métodos de extração e, para atingir os limites de quantificação desejados, o 

extrato necessita de uma etapa de concentração o que aumenta o seu tempo de execução (PRESTES et 

al., 2009; AL-ALAM et al., 2017). 

O método de extração sólido líquido com purificação em baixa temperatura (ESL-PBT) foi utilizado, 

inicialmente, na extração de pesticidas, em 1960, quando foi empregado por Anglin e Mckinley para 

quantificação de dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) em extratos de plantas (ANGLIN; McKINLEY, 1960). 

Desde então vem sendo utilizado para a extração de diferentes tipos de compostos e matrizes. Podem ser 

citados, por exemplo, as determinações de organoclorados, organofosforados, piretroides, 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs), carbamatos, dioxinas, entre outros (PINHO; SILVÉRIO, 

2010; FREITAS et al., 2014; BARBOSA et al., 2014; ANDRADE et al., 2017; RODRIGUES et al., 2018; 

MESQUITA et al., 2018). Trata-se de um dos principais métodos de extração de agrotóxicos utilizados e 

apresenta vantagens, em relação aos outros métodos, por se tratar de uma técnica simples, com número 

reduzido de etapas, eficiente e seletivo. Utiliza reduzidas quantidades de amostras e de solventes 

orgânicos e permite a realização de extrações simultâneas, além de possibilitar a extração dos analitos e 

a limpeza dos extratos ao mesmo tempo (FREITAS et al., 2014; RODRIGUES et al., 2018). 
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Essa técnica consiste em realizar a extração do analito de interesse pela adição de água (4 mL) e 

uma fase orgânica extratora (8 mL) à amostra sólida (4 g), que contém o analito-alvo, então, o sistema é 

homogeneizado em vórtex e colocado sob temperaturas reduzidas (– 20°C). 

O congelamento da amostra é a etapa na qual ocorre a partição do analito entre a fase orgânica e 

aquosa. Nesse momento, alguns interferentes presentes na matriz tendem a serem congelados 

juntamente com a fase aquosa, promovendo, assim, uma purificação do extrato. O analito de interesse, 

que inicialmente estava na fase sólida, migra para a fase orgânica, que permanece líquida nessa 

temperatura. Em seguida, o extrato é recolhido, concentrado, ressuspendido no solvente (ou fase móvel), 

em que será analisado e filtrado. A Figura 3, a seguir, representa as etapas da técnica de extração sólido-

líquido com purificação em baixa temperatura (ESL-PBT) utilizadas neste estudo. 

 

Figura 3 – Etapas da técnica de extração sólido-líquido com purificação em baixa temperatura. 
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Fonte: LOPES, J. C. S, 2024. 
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3.4 Validação da metodologia de análise 

 

A validação da metodologia otimizada é uma etapa prevista e necessária para demonstrar que o 

método analítico proposto permite a obtenção de resultados confiáveis, precisos e adequados à qualidade 

desejada. Os procedimentos de validação devem incluir, sempre que possível, as figuras de mérito: 

seletividade, limites de detecção (LD) e quantificação (LQ), faixa de linearidade, precisão, exatidão e efeito 

de matriz (SANTE, 2021; INMETRO, 2020; BAZILIO et al., 2012; SOUZA; JUNQUEIRA, 2005). A seguir, 

são apresentadas as figuras de mérito utilizadas, como ferramentas para validar as metodologias 

desenvolvidas neste trabalho.  

 

3.4.1 Seletividade 

 

A seletividade do método refere-se à capacidade de distinção do analito-alvo na presença de outros 

compostos possivelmente interferentes. Para avaliar esse parâmetro, comparam-se cromatogramas do 

extrato da matriz fortificada com o analito de interesse, na concentração desejada de trabalho,  com o 

cromatograma do extrato da matriz isenta do analito (SANTE, 2021). A ausência de picos cromatográficos 

de interferentes, no mesmo tempo de retenção do analito avaliado, configura a seletividade do método. 

 

3.4.2 Limites de detecção (LD) e quantificação (LQ)  

 

A sensibilidade de um método analítico está associada à sua capacidade em detectar e quantificar 

o analito em estudo. Sua determinação ocorre, por meio das medidas dos limites de detecção (LD) e 

quantificação (LQ) e existem diferentes formas de realizar essas medidas e, uma delas é a relação 

sinal/ruído. Os valores de LD e LQ devem ser determinados, por meio de experimentos de fortificação da 

matriz com a menor quantidade de composto, que possa ser detectada e quantificada, respectivamente. 

A relação entre o sinal do composto e o ruído na linha de base na amostra é realizada pela comparação 

dos sinais, definindo as concentrações mínimas de detecção e quantificação que podem ser realizadas 

com confiança (BRITO et al., 2003; PEREZ, 2010; SANTE, 2021; INMETRO, 2020). 

Os LD e LQ são as concentrações do analito em estudo que devem gerar picos cromatográficos 

com área três e dez vezes maior, respectivamente, que a área cromatográfica do ruído da linha de base, 

no mesmo tempo de retenção do analito-alvo, no cromatograma do extrato da matriz isenta do composto 

(extrato branco) (INMETRO, 2020). 

Os limites máximos de resíduos de pesticidas (LMRs) em alimentos são estabelecidos pelo Codex 

Alimentárius (FAO, 2024) e é desejável que o LD e o LQ de um método estejam abaixo desses níveis. 

O limite máximo de resíduo estabelecido no Brasil pela ANVISA, para o composto florpirauxifen-

benzil na matriz arroz, é de 10 µg kg-1 (ANVISA, 2023). Em relação à matriz solo, esse valor ainda não foi 

definido, então, os valores utilizados, como referência neste estudo, foram obtidos por comparação a LQs 

obtidos, para herbicidas como o diuron, glifosato, nicosulfuron e bromacil, para a mesma matriz, utilizando 

diferentes métodos de extração. Esstes valores estavam na faixa de 40 a 83 µg kg-1 (PINTO; LANÇAS, 

2009; BOTERO-COY et al., 2013; LAZIĆ; ŠUNJKA, 2014). 
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3.4.3 Precisão e exatidão 

 

A exatidão e precisão de um método estão associadas à tendência de recuperação do analito-alvo 

na amostra analisada. Para determinar a exatidão do método em estudo, os ensaios de recuperação têm 

sido realizados, em triplicatas independentes, em três diferentes níveis, incluindo o valor do limite de 

quantificação (LQ) (SANTE, 2021). 

A exatidão deve ser avaliada pelo coeficiente de variação das medidas, e as taxas de recuperação 

obtidas devem estar com valores entre 70 e 120% para serem consideradas aceitáveis (SANTE, 2021). 

A precisão do método foi determinada sob condições de repetibilidade. Para determinar a precisão 

do método em estudo, os ensaios de recuperação devem ser realizados em, no mínimo, cinco repetições 

independentes (SANTE, 2021). O método, para ser considerado preciso, deve fornecer resultados para o 

desvio padrão-relativo (DPR) obtidos em cada análise com valores inferiores a 20% (SANTE, 2021).  

 

3.4.4 Linearidade 

 

A linearidade do método analítico demonstra a capacidade de obter resultados proporcionais à 

concentração do analito em um determinado intervalo (SOUZA; JUNQUEIRA, 2005). A faixa de trabalho 

deve ser construída, levando-se em consideração o limite de restrição do analito presente na legislação. 

Essa concentração deve estar no ponto central da faixa de trabalho, na qual a curva analítica apresenta a 

menor incerteza, para a determinação da concentração (BAZILIO et al., 2012; SOUZA; JUNQUEIRA, 

2005). Os níveis de concentração escolhidos, para compor a curva de calibração (seis), devem ser 

equidistantes e realizados com três repetições independentes para cada nível. 

O método dos mínimos quadrados ordinários (MMQO), descrito como método analítico a ser usado 

na avaliação da linearidade, utiliza a estimativa dos parâmetros da regressão linear com exclusão máxima 

de 22,2% dos dados (teste de Jacknife), o tratamento de valores extremos (outliers) e a avaliação dos 

resíduos pelos parâmetros de normalidade pelo teste de Ryan-Joiner, homoscedasticidade, pelo teste de 

Brown-Forsythe e independência pelo teste de Durbin-Watson (BAZILIO et al., 2012; SOUZA; 

JUNQUEIRA, 2005). 

A análise de variância (ANOVA) é aplicada aos dados da curva analítica para verificar a significância 

dos parâmetros da regressão e do desvio de linearidade (BAZILIO et al., 2012; SOUZA; JUNQUEIRA, 

2005). 

 

3.4.5 Efeito de matriz 

 

O efeito de matriz corresponde a uma alteração na resposta da análise cromatográfica e pode ser 

ocasionada por diferentes fatores, entre eles, influência da natureza da matriz, tipo de coextrativos 

presentes e condições cromatográficas utilizadas. Observa-se que, para matrizes mais complexas, como 

as alimentares (frutas, mel, sucos, leite, etc) e as utilizadas neste estudo (solo e arroz), esse efeito se torna 

mais acentuado. Na perspectiva de anular este efeito, uma etapa de clean-up adicional pode ser inserida 

na metodologia (PINHO et al., 2009). 
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Uma forma de avaliar o efeito de matriz é a construção de duas curvas analíticas utilizando os 

mesmos níveis de concentração e a comparação entre os resultados obtidos por elas. A primeira curva 

deve ser realizada com o analito-alvo em solvente puro e a outra com o analito-alvo em extrato da matriz. 

Além disso, a análise de linearidade deve ser realizada para as duas curvas (INMETRO, 2020). 

Os possíveis efeitos produzidos no sistema cromatográfico podem ser avaliados pela razão entre o 

coeficiente angular obtido na curva analítica em extrato da matriz e o coeficiente angular obtido na curva 

analítica no solvente. A equação matemática demonstrada, a seguir, é utilizada para avaliar esse 

parâmetro.  

 

Efeito de matriz (%) = 100 ∗ (
𝐼matriz

 𝐼solvente
− 1)                        

 

Em que: Imatriz = é o coeficiente angular da curva analítica no extrato da matriz fortificada com o 

analito alvo; Isolvente = é o coeficiente angular da curva analítica para o composto em solvente. 

 

O resultado encontrado tem sido interpretado da seguinte forma: valores encontrados entre – 20% 

e + 20% são atribuídos a um baixo efeito de matriz; valores encontrados entre – 50% e – 20% ou entre + 

20% e + 50% são considerados um efeito de matriz médio; e valores encontrados abaixo de – 50% ou 

acima de + 50% são considerados alto efeito de matriz (TOMASINI et al., 2012; ECONOMOU et al., 2009). 

 

Os dados obtidos no estudo de validação de um método analítico devem ser usados como 

parâmetros que possibilitem demonstrar que esse método, nas condições em que é praticado, tem 

características que tornam a metodologia adequada para a análise do pesticida estudado. 

No próximo capítulo, são apresentados dois artigos, demonstrando o desenvolvimento de 

metodologia de análise e validação para o florpirauxifen-benzil em amostras de solo e arroz. As 

metodologias utilizaram as figuras de mérito descritas neste capítulo e demonstraram confiabilidade, para 

as análises, já que os resultados estavam dentro dos parâmetros descritos por SANTE (SANTE, 2021). 
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4 ARTIGOS 

  

4.1 Artigo 1 – Método de extração para determinar o herbicida florpirauxifen-benzil no solo 

 

Este artigo foi elaborado conforme as normas do periódico “Journal of the Brazilian Chemical Society”. 

 

 

Use of Florpyrauxifen-benzyl                           SLE-LTP                          HPLC-DAD 

          In rice cultivation 

 

 

 

 

O resumo gráfico representa a metodologia ESL-PBT combinada com HPLC-DAD utilizada no presente 

estudo. 
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Resumo 

O florpirauxifen-benzil é o novo princípio ativo autorizado pela legislação brasileira, que atua como 

herbicida e pode ser utilizado no controle de ervas daninhas no cultivo do arroz, mas estudos sobre 

toxicidade ao homem e ao meio ambiente ainda estão em revisão. Em razão da recente inserção no 

mercado mundial de agrotóxicos, ainda existem poucos estudos relacionados às metodologias de extração 

e detecção desse composto. Portanto este estudo teve como objetivo otimizar e validar a extração sólido-

líquido com purificação em baixa temperatura (ESL-PBT), para a determinação de florpirauxifen-benzil, em 

solo usando cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à detecção por arranjo de diodos (HPLC-

DAD). Os resultados mostraram que as melhores condições cromatográficas foram alcançadas, usando 

coluna Poroshell, temperatura de 30 °C, composição de fase móvel acetonitrila e água (85:15 v/v) 

acidificada com ácido fórmico 0,1% (v/v), taxa de fluxo de 0,3 mL min-1 e 243 nm como comprimento de 

onda. Durante a ESL-PBT, seis fases extratoras foram avaliadas. A melhor fase extratora foi a acetonitrila, 

contendo ácido fórmico a 0,1% (v/v), que apresentou uma taxa de recuperação de 104,0 % e desvio-

padrão relativo (DPR) inferior a 3,9%. A metodologia foi precisa, exata, linear e seletiva. Foram obtidos 

limite de detecção de 5 µg kg-1 e limite de quantificação de 20 µg kg-1.  O estudo de estabilidade no solo 

apresentou um resultado de 17,5 dias para o tempo de meia vida do composto.  

 

Palavras-chave: florpirauxifen-benzil, ESL-PBT, herbicida, arilpicolinato 
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Introdução 

 

Florpirauxifen-benzil é um potente herbicida do grupo químico arilpicolinato, sendo seletivo e 

pós-emergente para plantas daninhas que atuam principalmente na cultura do arroz.1-4 A estrutura 

química desse composto pode ser vista na Figura 1.5 

 

N

Cl

NH2

F

F

O

Cl
O

O

 

Figura 1. Estrutura química da molécula do florpirauxifen-benzil. 

 

Esse princípio ativo pode ser aplicado, na parte aérea das plantas daninhas, sendo absorvido 

pelas folhas e posteriormente metabolizado na forma ativa. O herbicida se move pelo floema e se 

acumula nas regiões de cultivo, atuando como um herbicida sistêmico e pós-emergente. Esse 

herbicida foi autorizado, no Brasil, em 20192, para ser usado no combate a plantas daninhas, em 

lavouras de arroz, mas também em outras culturas como soja, algodão, milho, sorgo e girassol, que 

geralmente podem ser cultivadas após a colheita do arroz.6-9  

A toxicidade desse composto ao homem e ao meio ambiente tem sido objeto de estudos no 

Brasil e em outros países.10-12 Portanto sua inserção no meio ambiente deve ser monitorada 

detalhadamente, pois o uso desse produto pode causar episódios de contaminação ambiental e 

humana e seus impactos ainda são pouco estudados e conhecidos.10-12 

Esse herbicida possui baixa solubilidade em água (< 0,015 mg L-1) e alta afinidade por solventes 

orgânicos apolares.5,10,13,14 Essas características são favoráveis para a contaminação e acúmulo em 

solos, plantas, além de favorecer a entrada na cadeia alimentar, uma vez que algumas variedades de 

arroz têm sido cultivadas em solos altamente irrigados.8  

Por sua recente inserção na agricultura, são raros os relatos sobre o método de extração, para 

a determinação desse herbicida, em amostras de solo. Até o momento, apenas o método QuEChERS, 

cuja sigla em português significa um método rápido, fácil, barato, eficaz, robusto e seguro, foi 

otimizado e validado para esse composto.4 Embora essa metodologia tenha se mostrado muito 

eficiente, é desejável o desenvolvimento de outras metodologias que possam ser mais simples, mais 

fáceis de executar, mais eficientes e mais baratas. Nesse sentido, trabalhos anteriores15,16 mostraram 

que a extração sólido-líquido, com a purificação em baixa temperatura (ESL-PBT), atendeu a essas 

características, quando aplicada a outros contaminantes ambientais em diferentes tipos de matrizes. 

Uma das principais vantagens desta metodologia é a extração e limpeza dos extratos em uma única 

etapa. 
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Portanto pretende-se otimizar a metodologia ESL-PBT para a determinação deste herbicida, em 

amostras de solo, usando cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à detecção por arranjo de 

diodos (HPLC-DAD). 

 

 

Experimental 

 

Reagentes e soluções 

 

A acetonitrila grau HPLC foi adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). O solvente P.A. acetato 

de etila foi adquirido da Dinâmica (Indaiatuba, Brasil) e a acetonitrila da Êxodo Científica (Sumaré, 

Brasil). Todos os solventes foram filtrados em membrana de politetrafluoretileno (PTFE) com poros 

de 0,22 µm, adquirida da Filtrilo (Colombo, Brasil). O ácido fórmico foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. 

Louis, EUA) e o ácido clorídrico da Anidrol (Diadema, Brasil). O padrão de florpirauxifen-benzil foi 

adquirido da LGC Dr. Ehrenstorfer (Augsburgo, Alemanha). As soluções padrão estoque foram 

preparadas na concentração de 20 mg L-1 e as soluções de trabalho foram preparadas na 

concentração de 5 mg L-1. Todas as soluções foram armazenadas a – 20 °C. 

 

Equipamento 

 

Os equipamentos utilizados neste estudo incluíram um vórtex da Scilogex (Rocky Hill, EUA), 

uma bomba de vácuo da Prismatec (Itu, Brasil), uma balança analítica da Shimadzu (Barueri, Brasil) e 

um espectrofotômetro Cary 50 ultravioleta e visível (UV-Vis) da Agilent Technologies (St. Clair, EUA). 

 

 

Análises cromatográficas 

 

As análises cromatográficas foram realizadas em um HPLC-DAD, modelo 1290, Agilent 

Technologies (St. Clair, EUA). O volume de injeção foi de 10 µL para a coluna Poroshell (St. Clair, EUA) 

e 20 µL para a coluna Kinetex (Torrance, EUA). As condições cromatográficas avaliadas podem ser 

vistas na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Condições cromatográficas avaliadas 

Parâmetros  

 

Comprimento de onda (λ) / nm 

210 

243 

260 

 

Coluna cromatográfica 

Kinetex (C18) (100A, 

150 x 4,60 mm, 5 μm, Phenomenex) 

Poroshell 120 EC-C18 

(50 × 4,60 mm, 2,7 µm, Agilent) 
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Composição da fase móvel em modo 

isocrático 

Acetonitrila:água 100:0 (v/v) 

(Acetonitrila:água)a com (AF)b 

 

Taxa de fluxo / (mL min-1) 

0,3 

0,4 

0,5 

1,0 

 

Temperatura da coluna / °C 

30 

35 

a100:0; 90:10; 85:15; 80:20; 75:25 e 70:30 (v/v); bsolução a 0,1% (v/v) de ácido fórmico. 

 

 

Otimização da ESL-PBT 

 

A ESL-PBT foi otimizada avaliando seis composições de fase de extração (Tabela 2). Esse 

método de extração é baseado na adição de 4,0 g de solo, em frascos de vidro (22 mL) e 72 µL de 

solução de trabalho, contendo florpirauxifen-benzil na concentração de 5 mg L-1. A mistura foi mantida 

em repouso por 1h para permitir a completa integração do analito com a matriz. Em seguida, foram 

adicionados 4 mL de água e 8 mL da mistura extratora e o sistema foi homogeneizado em vórtex por 

30 s, sendo mantido a – 20 °C por 1 h para o congelamento completo da fase aquosa. Em seguida, 3 mL 

do extrato obtido foram completamente evaporados, ressuspensos em 400 µL de acetonitrila acidificada 

com 0,1% (v/v) de ácido fórmico e armazenados a – 20 °C até análise por HPLC-DAD. A taxa de extração 

foi avaliada pelo teste t (P < 0,05). 

 

Tabela 2. Composições da fase de extração  

Ensaio Fases extratoras Proporção / mL 

A ACNa H2O 8:4 

B ACN + AFb H2O 8:4 

C ACN H2O + AF 8:4 

D ACN + AF H2O + AF 8:4 

E ACN + AEc H2O 6,5 + 1,5:4 

F ACN + HCld H2O + HCl 8:4 

aACN: acetonitrila; bAF: solução a 0,1% (v/v) de ácido fórmico; cAE: acetato de etila; dHCl: solução a 0,1% 

(v/v) de ácido clorídrico. 

 

 

Validação da metodologia 

 

A validação da metodologia foi realizada por meio de seletividade, limite de detecção (LD), limite de 

quantificação (LQ), precisão, exatidão, faixa de linearidade e efeito de matriz.17 A seletividade foi 
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investigada comparando cromatogramas de extratos da matriz do solo enriquecida e do branco (extrato 

de matriz livre de florpirauxifen-benzil), em seis repetições independentes. 

O LD e LQ foram determinados por amostras de solo fortificadas, com a menor quantidade possível 

de florpirauxifen-benzil, que pode ser detectada e quantificada usando as condições de extração 

otimizadas. Para determinar o LD e LQ, considerou-se a relação sinal/ruído comparando os sinais obtidos 

nas amostras fortificadas com os ruídos das amostras sem fortificação (brancos) no mesmo tempo de 

retenção. Foram considerados três e dez vezes a relação sinal/ruído para o LD e LQ, respectivamente. 

A exatidão foi avaliada, por meio de experimentos que recuperam o analito da matriz fortificada, 

usando três níveis de concentração de 20,0, 90,0 e 195,0 µg kg-1, com três repetições cada. A exatidão 

foi analisada pela recuperação dos analitos, em que valores entre 70 e 120% foram considerados 

aceitáveis. 

A precisão foi determinada, por meio de experimentos que recuperam o analito da matriz fortificada, 

usando um nível de concentração de 90,0 µg kg-1, com sete repetições. A precisão foi avaliada pelo desvio-

padrão relativo (DPR) das repetições, sendo DPR inferior a 20% o critério de aceitabilidade.17 

A faixa de linearidade foi avaliada, por meio de curvas analíticas da matriz fortificada, em seis níveis 

de concentração de: 20,0; 55,0; 90,0; 125,0; 160,0 e 195,0 µg kg-1, com três repetições independentes 

para cada nível. Os parâmetros da regressão linear foram estimados pelo método dos mínimos quadrados 

ordinários e baseados na análise dos resíduos da regressão, com exclusão máxima de 22,2% dos dados 

(teste de Jackknife). Os resíduos da regressão linear foram avaliados pelos parâmetros de normalidade 

(teste de Ryan e Joiner), homocedasticidade (teste de Brown e Forsythe) e independência (teste de Durbin 

e Watson). A análise de variância (ANOVA) foi aplicada às curvas analíticas para verificar o quanto a linha 

de regressão explica os valores que foram usados para ajustar a linearidade.18,19 

O efeito da matriz foi avaliado, utilizando duas curvas analíticas, sendo a primeira em solvente 

(acetonitrila) e a segunda em extrato de solo fortificado, ambas contendo o florpirauxifen-benzil nas 

concentrações de: 20,0; 55,0; 90,0; 125,0; 160,0 e 195,0 µg kg-1, em triplicata. As duas curvas foram 

avaliadas de acordo com o procedimento de linearidade, conforme descrito anteriormente. O efeito de 

matriz foi determinado pela Equação 1. 

 

Taxa de efeito de matriz (%) = (
Inclinaçãomatriz − Inclinaçãosolvente

Inclinaçãosolvente

 x 100)  (1) 

 

 

Em que: Inclinaçãomatriz = coeficiente angular da curva analítica no extrato de solo enriquecido; 

Inclinaçãosolvente = coeficiente angular da curva analítica em solvente (acetonitrila). 

Valores entre – 20% e + 20% foram interpretados como baixo efeito de matriz, entre – 20% e – 50% 

ou entre + 20% e + 50% como médio efeito de matriz e valores abaixo de – 50% ou acima de + 50% como 

alto efeito de matriz.20,21 
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Estudo da estabilidade do florpirauxifen-benzil no solo 

 

Um experimento foi preparado neste estudo para avaliar a estabilidade do florpirauxifen-benzil no 

solo, simulando condições ambientais. Primeiro, 4,0 g de amostra de solo livre de florpirauxifen-benzil 

foram adicionados a um frasco de vidro de 22,0 mL. Em seguida, cada amostra de solo foi enriquecida 

com florpirauxifen-benzil, obtendo-se uma concentração inicial de 195,0 µg kg-1. Os frascos foram 

mantidos abertos ao sol por 1, 5, 10, 15 e 20 dias. Após cada dia, as amostras foram submetidas a ESL-

PBT, nas condições otimizadas, seguidas de análise por HPLC-DAD para determinar a concentração de 

florpirauxifen-benzil presente no solo. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

 

 

Resultados e discussão 

 

Otimização das condições cromatográficas 

 

A primeira etapa do estudo foi definir o comprimento de onda para a determinação do florpirauxifen-

benzil. O espectro de absorção pode ser observado na Figura 2. 

 

 

Figura 2. Espectro de absorção na região ultravioleta da solução padrão do florpirauxifen-benzil em 

acetonitrila na concentração de 1,0 mg L-1. 

 

O espectro obtido revelou que as maiores absorbâncias foram observadas em 210 e 243 nm. 

Entretanto, o comprimento de onda de 260 nm também foi avaliado, por se tratar de uma região de 

absorbância do composto considerável e por ser uma região em que menos interferentes absorvem, 
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quando comparados aos comprimentos de onda de 210 e 243 nm. Esses comprimentos de onda foram 

avaliados em HPLC-DAD e os cromatogramas obtidos podem ser observados na Figura 3. 

 

 

 

Figura 3. Cromatogramas da solução padrão do florpirauxifen-benzil em acetonitrila na concentração 

de 1,0 mg L-1. Condições cromatográficas: coluna Poroshell, volume de injeção = 20 µL, fase móvel 

acetonitrila = 100:0, taxa de fluxo = 0,4 mL min-1, temperatura (T) = 30 °C e comprimento de onda (λ) 

= 210 nm (-), (λ) = 243 nm (-) e (λ) = 260 nm (-). 

 

Os resultados mostraram que o sinal do composto em 210 nm não foi adequadamente separado, 

conforme mostrado na Figura 3. Por outro lado, 260 nm foi seletivo, mas o sinal reduziu consideravelmente 

em intensidade, portanto 243 nm foi definido como um comprimento de onda adequado para determinar 

esse herbicida. Da mesma forma, um estudo anterior relatou que o florpirauxifen-benzil apresentou maior 

absorbância em 212 e 245 nm em soluções ácidas e neutras, respectivamente.6  

Em seguida, duas temperaturas de análise foram avaliadas para melhor separar o sinal do 

analito alvo do sinal do interferente. Os cromatogramas obtidos podem ser observados na Figura 4.  
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Figura 4. Cromatogramas da solução padrão do florpirauxifen-benzil em acetonitrila na concentração 

de 1,0 mg L-1. Condições cromatográficas: coluna Poroshell, volume de injeção = 20 µL, fase móvel 

acetonitrila = 100:0, λ = 243 nm, taxa de fluxo = 0,4 mL min-1, T = 30 °C (a) e 35 °C (b). 

 

Os resultados revelaram que o aumento da temperatura promove uma aproximação do sinal 

interferente ao sinal do analito, portanto a temperatura de 30 °C foi definida para este estudo.  

A seguir, duas colunas cromatográficas foram avaliadas, para a determinação do florpirauxifen-

benzil, como pode ser observado na Tabela 1. Os resultados obtidos podem ser observados nos 

cromatogramas da Figura 5. 

 

 

Figura 5. Cromatogramas da solução padrão do florpirauxifen-benzil em acetonitrila na concentração 

de 1,0 mg L-1. Condições cromatográficas: volume de injeção = 20 µL, fase móvel acetonitrila = 100:0, 

vazão = 0,4 mL min-1, T = 30 °C, λ = 243 nm, colunas Poroshell (a) Kinetex (b). 

 

  Os cromatogramas da solução de florpirauxifen-benzil nas duas colunas apresentam sinal 

cromatográfico estreito e agudo, porém o sinal na coluna Poroshell (120 EC-C18) apresentou menor 
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tempo de retenção (1,52 min), maior intensidade e área cromatográfica. Portanto essa coluna foi 

definida para as próximas etapas deste estudo. 

Em seguida, o fluxo da fase móvel foi avaliado em quatro níveis como pode ser observado na 

Tabela 1. Os cromatogramas obtidos são mostrados na Figura 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Cromatogramas da solução padrão do florpirauxifen-benzil em acetonitrila na concentração 

de 1,0 mg L-1. Condições cromatográficas: coluna Poroshell, volume de injeção = 20 µL, fase móvel 

acetonitrila = 100:0, T = 30 °C, λ = 243 nm, taxa de fluxo = 0,3 mL min-1 (a), 0,4 mL min-1 (b), 0,5 mL 

min-1 (c) e 1,0 mL min-1 (d). 

 

O cromatograma obtido com fluxo de 1,0 mL min-1 resultou em um sinal de menor intensidade e 

com um sinal interferente que não foi separado do composto. O cromatograma obtido com fluxo de 

0,5 mL min-1 melhorou o sinal, em relação ao fluxo de 1,0 mL min-1, porém o tempo de retenção obtido 

para o composto demonstra que ainda se localizou bem próximo da região em que a presença de 

interferentes na matriz é mais intensa e, quando comparado ao fluxo de 0,4 mL min -1, observa-se 

tratar de um sinal que não estava completamente separado. O cromatograma, utilizando o fluxo de 

0,4 mL min-1, apresentou um sinal ainda com a presença de um interferente na base do pico principal. 

Já o cromatograma obtido com fluxo de 0,3 mL min-1 resultou em um sinal mais nítido, separado do 
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sinal do interferente e com um tempo de retenção mais afastado da região em que a matriz apresenta 

uma região de maior número de interferentes. Portanto 0,3 mL min-1 foi definido para as próximas 

etapas deste estudo. Esse mesmo valor de fluxo foi utilizado por Zhou et. al. em estudo anterior.4  

Diferentes composições de fase móvel foram avaliadas neste estudo, como pode ser observado 

na Tabela 1, e os cromatogramas obtidos em cada condição são mostrados na Figura 7. 

O uso da fase móvel acidificada com ácido fórmico não alterou a intensidade do sinal, em 

comparação com as condições sem ácido fórmico, como pode ser observado nas Figuras 7a e 7b.  

As figuras representadas, a partir de 7c até 7g, mostram um aumento da polaridade da fase 

móvel por do aumento da proporção de água e diminuição da proporção de acetonitrila. Esse aumento 

ocasionou uma melhora na separação do sinal cromatográfico do composto até a proporção de (80% 

acetonitrila:20% água) com AF. Entretanto, à medida que esse aumento se tornou mais acentuado, 

ocorreu uma deformação nos picos do composto. A fase móvel (85% acetonitrila:15% água) 

acidificada com AF (Figura 7d) foi escolhida para dar continuidade ao trabalho por apresentar um pico 

mais definido e livre de interferentes.   
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Figura 7. Cromatogramas da solução padrão do florpirauxifen-benzil em acetonitrila na concentração 

de 0,5 mg L-1. Condições cromatográficas: coluna Poroshell, volume de injeção = 10 µL, taxa de fluxo 

= 0,3 mL min-1, T = 30 °C e λ = 243 nm. Fase móvel (a) 100% acetonitrila; (b) 100% acetonitrila com 

AF; (c) (90% acetonitrila:10% água) com AF; (d) (85% acetonitrila:15% água) com AF; (e) (80% 

acetonitrila:20% água) com AF; (f) (75% acetonitrila:25% água) com AF; (g) (70% acetonitrila:30% 

água) com AF. 

 

As condições cromatográficas definidas no teste com a fase móvel também foram testadas para 

a matriz solo. Observou-se que o uso de ácido fórmico, na composição da fase móvel, melhorou a 

seletividade do método para a matriz solo em comparação com a fase móvel sem ácido fórmico como 

pode ser observado nas Figuras 8a e b.  

A fase móvel consistindo de (85% de acetonitrila e 15% de água) acidificadas com 0,1% (v/v) de 

ácido fórmico resultou em um cromatograma com sinal de florpirauxifen-benzil livre de interferências 

com maior intensidade e área cromatográfica, conforme pode ser observado na Figura 8d. Portanto 

essa condição foi definida para este estudo. 
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Figura 8. Cromatogramas do extrato fortificado com florpirauxifen-benzil a 90,0 µg kg-1. Condições 

cromatográficas: coluna Poroshell, volume de injeção = 10 µL, vazão = 0,3 mL min -1, T = 30 °C e λ = 
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243 nm. Fase móvel (a) 100% acetonitrila; (b) 100% acetonitrila com AF; (c) (90% acetonitrila:10% 

água) com AF; (d) (85% acetonitrila:15% água) com AF; (e) (80% acetonitrila:20% água) com AF; (f) 

(75% acetonitrila:25% água) com AF; (g) (70% acetonitrila:30% água) com AF.  

 

Após completar a otimização das condições cromatográficas, para a determinação de 

florpirauxifen-benzil por HPLC-DAD, as condições de extração da metodologia ESL-PBT foram 

otimizadas. 

 

 

Otimização das condições de extração por ESL-PBT 

 

Trabalho anterior22 realizado com esse herbicida, para a matriz solo, mostrou o uso de fases 

extratoras compostas por acetonitrila acidificada com ácido fórmico ou ácido clorídrico. Assim, neste 

estudo, avaliamos seis diferentes fases extratoras, conforme pode ser observado na Tabela 2. As taxas 

de recuperação obtidas em cada fase extratora são apresentadas na Figura 9. 

 

 

Figura 9. Taxa de recuperação de florpirauxifen-benzil nas seis diferentes composições da fase de 

extração. As barras seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de t ao 

nível de significância de 5%. A: acetonitrila:água (8:4 v/v); B: acetonitrila com AF:água (8:4 v/v); C: 

acetonitrila:água com AF (8:4 v/v); D: (acetonitrila:água) com AF (8:4 v/v); E: acetonitrila + acetato de 

etila:água (6,5 + 1,5:4 v/v); F: (acetonitrila:água) com HCl (8:4 v/v). 

 

Os resultados revelaram que as taxas de recuperação das seis fases de extração ficaram entre 

100,1 e 112,5%, com desvio-padrão relativo abaixo de 6,9%. Por isso, foi avaliado o perfil dos 

cromatogramas obtidos em cada fase extratora (Figura 10).  
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Figura 10. Cromatograma do extrato enriquecido com florpirauxifen-benzil a 90 µg kg-1. (a) 

acetonitrila:água (8:4 v/v); (b) acetonitrila com AF:água (8:4 v/v); (c) acetonitrila:água com AF (8:4 

v/v); (d) (acetonitrila:água) com AF (8:4 v/v); (e) acetonitrila + acetato de etila:água (6,5 + 1,5:4 v/v); 

(f) (acetonitrila:água) com HCl (8:4 v/v). 
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Os resultados revelaram que o cromatograma com o menor número de interferentes foi obtido, 

usando acetonitrila acidificada com ácido fórmico a 0,1% (v/v) e água, como pode ser observado na 

Figura 10b. Vários estudos descrevem a utilização de acetonitrila, como fase orgânica para o 

desenvolvimento da metodologia de extração,4,6,13-16,22 inclusive diferentes composições são 

relatadas. No entanto, neste estudo, além da acetonitrila pura, também, foram testados a adição de ácido 

fórmico, ácido clorídrico e acetato de etila com o objetivo de melhorar a recuperação, diminuir os interferentes no 

tempo de retenção do composto e minimizar o efeito de matriz. A acetonitrila acidificada com ácido fórmico foi a 

fase orgânica que apresentou a melhor resposta, por isso, foi escolhida para este trabalho. Em seguida, essa 

metodologia otimizada foi submetida à etapa de validação.   

 

 

Validação 

 

A validação da metodologia otimizada foi realizada, por meio das seis principais figuras de mérito: 

seletividade, LD, LQ, faixa de linearidade, precisão, exatidão e efeito de matriz. 

 

Seletividade 

 

A seletividade da metodologia otimizada foi confirmada pela comparação dos cromatogramas do 

extrato branco (extrato de solo sem o analito) e extrato de matriz de solo fortificado com o florpirauxifen-

benzil. Os cromatogramas obtidos podem ser observados na Figura 11. 

 

 

Figura 11. Cromatogramas do extrato de solo sem o analito (extrato em branco) (a) e extrato de solo 

fortificado com florpirauxifen-benzil a 90 µg kg-1 (b). 

 

Esses resultados mostraram que, no cromatograma do extrato em branco, não foram 

observados sinais cromatográficos atribuídos a interferentes, no mesmo tempo de retenção do 

florpirauxifen-benzil, o que caracteriza a seletividade do método. 
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Limites de quantificação (LQ) e detecção (LD) 

 

Os valores de LD e LQ obtidos para a metodologia otimizada foram de 5 e 20 µg kg-1 conforme pode 

ser observado na Tabela 3. 

Os limites máximos de resíduos (LMRs) para florpirauxifen-benzil, em amostras de solo, ainda não 

foram definidos pela legislação brasileira, porém, de acordo com estudos anteriores,23-25 herbicidas como 

o diuron, glifosato, nicosulfuron e bromacil, para a mesma matriz, apresentaram LQ na faixa de 40 a 83 µg 

kg-1. Dessa forma, o LQ encontrado neste trabalho para florpirauxifen-benzil é inferior ao encontrado para 

outros pesticidas, o que demonstra o potencial desse método para monitorar o florpirauxifen-benzil no solo. 

 

Tabela 3. Resultados do estudo de validação analítica 

Faixa de 

linearidade 

(µg kg-1) 

 

Equação linear 

 

R2c 

 

Recuperação ± DPRd / % 

 

LDe 

 

LQf 

20,0 µg kg-1a 90,0 µg kg-1b 195,0 µg kg-1a µg kg-1 

20,0-195,0 Y=91420,3X-452846,3 0,9973 108,8±9,30 108,3±2,25 109,1±1,86 5,0 20,0 

amédia de 3 repetições; bmédia de 7 repetições; cR2: coeficiente de determinação; dDPR: desvio 

padrão relativo; eLD: limite de detecção; fLQ: limite de quantificação. 

 

Recentemente Zhou et al.4 demonstraram ter atingido um LQ de aproximadamente 1,3 µg kg-1 

usando a metodologia de extração QuEChERS e a técnica de detecção por cromatografia líquida de ultra-

alta performance UPLC-QTOF-MS/MS. Em razão da técnica utilizada estar associada a um equipamento 

de maior sensibilidade, ocorre melhora na resolução dos picos cromatográficos e diminuição do valor do 

limite de quantificação.26 Entretanto o valor de LQ de 20 µg kg-1 obtido pela técnica de ESL-PBT e análise 

por HPLC-DAD, encontrado neste trabalho, está abaixo dos valores propostos pela agência de proteção 

ambiental dos Estados Unidos (EPA-US),27 agência reguladora de controle de pragas do Canadá28 e pela 

autoridade australiana de pesticidas e medicamentos veterinários (APVMA)10, para comodities, como 

arroz, ovos, leite, carne, peixe e crustáceos, reafirmando a capacidade do método proposto para ser 

utilizado como referência no processo de monitoramento do florpirauxifen-benzil no solo. 

 

Precisão e exatidão  

 

A precisão e exatidão foram confirmadas simultaneamente por experimentos de fortificação e 

recuperação. Os resultados da Tabela 3 mostraram que os valores de DPR foram menores que 10% e as 

taxas de recuperação ficaram entre 108,3 e 109,1%. Esses valores asseguram a precisão e exatidão do 

método otimizado, de acordo com as diretrizes de SANTE, respectivamente.17 

 

Faixa de linearidade 

 

A faixa de linearidade do método otimizado foi determinada, por meio de seis níveis de concentração 

equidistantes, com três repetições independentes para cada nível, sendo as concentrações utilizadas de 

20,0; 55,0; 90,0; 125,0; 160,0 e 195,0 µg kg-1. A concentração 20,0 µg kg-1 corresponde ao valor do LQ e 
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foi determinada como o primeiro nível das curvas analíticas, no extrato da matriz solo e no solvente, como 

pode ser observado na (Figura 12a). A faixa de linearidade incluiu o valor da concentração do LQ (20,0 µg 

kg-1) e a concentração de fortificação da amostra (90,0 µg kg-1). 

Os parâmetros da regressão linear foram estimados pelo método dos mínimos quadrados ordinários 

(MMQO), obtendo-se assim os valores de inclinação, intersecção e coeficiente de determinação (R2), 

conforme pode ser observado na (Figura 12a). O teste de Jackknife foi aplicado aos resíduos da regressão 

e não foram observados valores extremos (Figura 12b). O valor de R2 foi maior que 0,99, indicando a 

variabilidade dos dados coletados explicada pelo modelo de regressão. Em seguida, a normalidade, 

homocedasticidade e independência dos resíduos de regressão foram avaliados. 

A normalidade dos resíduos da regressão foi avaliada pelo teste de Ryan-Joiner (Figura 12c). Os 

coeficientes de correlação encontrados nos gráficos foram superiores ao coeficiente de correlação crítico 

(R = 0,9622 > Rcrit= 0,9461) obtido por interpolação polinomial. Logo pode-se concluir que os resíduos 

seguiram distribuição normal (nível de significância de 0,05), permitindo assim a utilização de testes de 

hipóteses que seguem esse tipo de distribuição. 

 

 

 

Figura 12. Gráficos obtidos no estudo de linearidade da metodologia otimizada. (a) Curvas analíticas 

de soluções de florpirauxifen-benzil em extratos de solventes e matriz, em que R2: coeficiente de 

determinação. (b) Resíduos de regressão linear para florpirauxifen-benzil. (c) Probabilidade normal 

de resíduos de regressão para florpirauxifen-benzil, em que R: coeficiente de correlação do teste de 
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Ryan-Joiner. (d) Autocorrelação dos resíduos de regressão para florpirauxifen-benzil, em que ei: 

resíduo. 

 

A homocedasticidade dos resíduos da regressão foi investigada pelo teste Brown-Forsythe que 

determina a existência de diferenças entre as variâncias residuais por uma adaptação do teste de Levene. 

A distribuição dos resíduos da regressão, ao longo dos níveis de concentração estudados, foi homogênea, 

confirmando assim a homocedasticidade, como pode ser visto na Figura 12b. 

A independência dos resíduos da regressão foi analisada pelo teste de Durbin-Watson e não foi 

observada autocorrelação ao nível de significância de 0,05. Uma representação gráfica dos dados foi 

realizada, para confirmar esse resultado, e uma distribuição aleatória dos resíduos nos quatro quadrantes 

foi obtida demonstrando sua independência, como pode ser visto na Figura 12d. 

Os dados foram ajustados ao modelo linear, em toda a faixa avaliada de 20,0 a 195,0 µg kg-1 (Tabela 

3), em que foram observados regressão significativa e desvio de linearidade não significativo ao nível de 

significância de 0,05. Portanto, pode-se concluir que o MMQO foi adequado para os dados estudados. 

Todas as avaliações de linearidade seguiram os procedimentos propostos por Souza e Junqueira18 e 

Bazilio et al.19 

 

 

Efeito de matriz 

 

O efeito de matriz foi determinado, comparando os coeficientes angulares obtidos, a partir das 

curvas analíticas no extrato de matriz e acetonitrila (Figura 12a), obtendo-se um valor de – 3,34%. Esse 

resultado foi considerado um baixo efeito de matriz, considerando que o solo é uma matriz complexa que 

contém diversos compostos, o que pode interferir no sinal do analito. Estudo15 realizado para dioxinas e 

furanos em solo encontrou diferenças significativas, na resposta cromatográfica dos dois analitos, quando 

preparados em solvente e, no extrato da matriz do solo obtido, após ESL-PBT, o que corrobora a afirmação 

anterior. 

 

 

Estudo da estabilidade do florpirauxifen-benzil no solo 

 

A concentração inicial de florpirauxifen-benzil na amostra de solo foi de 195,0 µg kg-1, que é a maior 

concentração da faixa de linearidade da metodologia validada neste estudo. Os resultados obtidos nos 

experimentos para o estudo de estabilidade do florpirauxifen-benzil no solo são mostrados na Figura 13. 
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Figura 13. Concentração média de florpirauxifen-benzil em amostras de solo por 150 dias. 

 

Os resultados indicam que a meia-vida do florpirauxifen-benzil no solo, avaliado em condições de 

exposição à luz solar, foi de aproximadamente 17,5 dias. Nesse período, a concentração média do 

composto diminuiu de 195,0 para 97,5 µg kg-1. Estudo anterior29 mostrou tempo de meia-vida de 8-10 

dias, no entanto, para solo inundado e tempo de meia-vida em água de 3,3 dias, indicando que a meia-

vida mais curta para solo inundado é em função da presença de água no solo. 

 

 

Conclusões  

 

A ESL-PBT seguida pela análise por HPLC-DAD foi otimizada e validada para a determinação de 

florpirauxifen-benzil em amostras de solo. Essa metodologia mostrou ser fácil de executar, rápida, 

sensível e eficaz com taxas de recuperação aceitáveis e baixo efeito de matriz. O limite de quantificação 

alcançado foi inferior ao máximo aceitável pela legislação brasileira para outros agrotóxicos no solo. Por 

todos esses motivos, essa metodologia pode ser considerada uma alternativa promissora para o 

monitoramento do florpirauxifen-benzil em amostras de solo. O estudo de estabilidade deste composto no 

solo mostrou que aproximadamente 17,5 dias é a meia-vida do florpirauxifen-benzil no solo para um 

ambiente de exposição solar.  
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4.2 Artigo 2 – Método de extração para determinar o herbicida florpirauxifen-benzil em arroz 

 

Este artigo foi elaborado conforme as normas do periódico “Food Analytical Methods”. 

 

 

 

 

       AMOSTRA        ESL-PBT                     CLEAN-UP                   HPLC-DAD 

 

 

 

Figura representando a metodologia de ESL-PBT acoplada ao HPLC-DAD usada no presente estudo. 
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Resumo 

Florpiraxifen-benzil é um princípio ativo utilizado como herbicida no controle de ervas daninhas na cultura 

do arroz. Existem poucos estudos relacionados a metodologias de extração e determinação deste 

composto. Assim, este trabalho teve como objetivo otimizar e validar a extração sólido-líquido com 

purificação em baixa temperatura (ESL-PBT), utilizando cromatografia líquida de alta eficiência acoplada 

a um detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD), para a determinação de florpiraxifen-benzil em amostras 

de arroz. Os resultados mostraram que as condições cromatográficas ótimas foram obtidas utilizando 

coluna kinetex, temperatura de 25 °C, composição de fase móvel metanol:água (78:22 v/v), taxa de fluxo 

de 0,3 mL min-1 e 260 nm como o comprimento de onda. Condições ótimas de extração foram obtidas, 

utilizando acetonitrila:água (2:1) como fase de extração, seguida de clean-up dos extratos com alumina. 

As porcentagens de recuperação alcançadas foram próximas de 100%, com um desvio-padrão relativo 

(DPR) inferior a 9,0%. O resultado apresentou efeito de matriz significativo (184,3%), mas a metodologia 

foi precisa, exata, linear e seletiva, com limite de quantificação de 5,0 μg kg-1. 

 

Palavras-chave Florpirauxifen-benzil, ESL-PBT, Herbicida arilpicolinato, Arroz, Auxina sintética 
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Introdução 

 

Recentemente, o princípio ativo florpirauxifen-benzil foi inserido no mercado mundial para combater 

plantas daninhas que atuam em culturas de arroz, cana-de-açúcar, milho e soja (USA 2017a; APVMA 2018; 

MDAR and MassDEP 2019; ANVISA 2022). Esse composto é uma auxina sintética, do grupo químico do 

arilpicolinato e pode ser aplicado, na parte aérea das plantas daninhas, sendo capaz de se mover pelo 

floema e se acumular em regiões que interrompem os processos de crescimento em plantas suscetíveis 

(USA 2017a; APVMA 2018; MDAR and MassDEP 2019). 

Essas características fizeram com que esse herbicida fosse autorizado no Brasil, no ano de 2019, 

para uso e comercialização (ANVISA 2022). Entretanto a legislação brasileira o classificou como um 

produto perigoso ao meio ambiente, em nível III, mas ainda não concluiu a classificação em termos de 

toxicidade a humanos (ANVISA 2022). O limite máximo de resíduo (LMR) determinado, para esse herbicida 

pela legislação brasileira (ANVISA 2022), foi de 10 µg kg-1. 

Apesar desse cenário, ainda são raros os estudos sobre métodos de extração, para o 

monitoramento desse princípio ativo, em matrizes ambientais e alimentares, provavelmente, pela sua 

recente inserção no mercado mundial de agrotóxicos (Vieira et al. 2022; Lopes et al. 2023; Zhou et al. 

2022; Arena et al. 2018). Até o momento, apenas o método QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, 

Rugged and Safe) foi otimizado e validado com sucesso para o monitoramento desse herbicida no arroz 

(Zhou et al. 2022). Neste sentido, há uma demanda, para o desenvolvimento de novos métodos de 

extração, que sejam de fácil execução, com uso reduzido de amostras e reagentes e que sejam sensíveis 

e eficientes. Por essa razão, a extração sólido-líquido com purificação em baixa temperatura (ESL-PBT) 

tem sido aplicada com sucesso para vários herbicidas, inclusive para o monitoramento de flopirauxifen-

benzil no solo e na água (Vieira et al. 2022; Lopes et al. 2023). Essa metodologia tem se destacado pela 

remoção de interferentes que ficam aprisionados na purificação, em baixa temperatura, funcionando como 

um clean-up prévio dos extratos, agilizando o processo, reduzindo o uso de solventes orgânicos e 

diminuindo o custo final (Ramalho et al. 2020; Pereira et al. 2020). 

Considerando a representatividade do arroz como um dos cereais mais consumidos no mundo 

(EMBRAPA 2021) e a escassez de estudos, envolvendo o desenvolvimento de métodos de extração para 

esse herbicida, este estudo teve como objetivo otimizar e validar a metodologia de extração sólido-líquido 

com purificação em baixa temperatura (ESL-PBT), para determinar o herbicida florpirauxifen-benzil, em 

amostras de arroz, usando a cromatografia em fase líquida de alta eficiência acoplada à detecção por 

arranjo de diodos (HPLC-DAD). 

 

 

Materiais e métodos 

 

Amostras de arroz 

 

As amostras utilizadas neste estudo foram obtidas, utilizando arroz comercial isento de 

florpirauxifen-benzil. As amostras foram moídas e armazenadas em frascos de vidro tampados e mantidos 

à temperatura ambiente.   
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Reagentes e soluções 

 

Metanol grau HPLC foi obtido de F. Maia (Belo Horizonte, Brasil). Solventes P. A. acetonitrila foi 

obtido da Êxodo Científica (Sumaré, Brasil) e acetato de etila adquirido da Dinâmica (Indaiatuba, Brasil). 

Todos os solventes foram filtrados em membranas de politetrafluoretileno (PTFE) com poros de 0,2 μm 

adquiridas da Filtrilo (Colombo, Brasil). Ácido fórmico foi adquirido da Sigma Aldrich (St. Louis, USA) e o 

ácido clorídrico foi comprado da Anidrol (Diadema, Brasil). O padrão de florpirauxifen-benzil foi adquirido 

de LGC Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany).  

A solução-padrão-estoque foi preparada em acetonitrila na concentração de 20 mg L-1. A solução de 

trabalho foi preparada na concentração de 5 mg L-1 por diluição da solução estoque em acetonitrila. Todas 

as soluções foram mantidas a – 20 °C. Na etapa de clean-up dos extratos, foram avaliados os adsorventes: 

florisil (60-100 mesh) adquirido da Mallinckrodt Baker (Phillipsburg, USA); sílica gel 60 (230-400 mesh) da 

Macherey-Nagel (Düren, Germany); Amina Primária e Secundária (PSA) e sílica gel funcionalizada com 

Octadecila (C18) da Sigma Aldrich (St. Louis, USA); alumina da Agilent Technologies (St. Clair, USA) e 

carvão ativado que foi adquirido da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). 

 

Equipamentos 

 

Os equipamentos utilizados neste estudo incluem um vórtex da Scilogex (Rocky Hill, USA), uma 

bomba à vácuo da Prismatec (Itu, Brasil), uma centrífuga da Kindly (São Paulo, Brasil), uma balança 

analítica da Shimadzu (Barueri, Brasil) e um espectrofotômetro Cary 50 da Agilent Technologies (St. Clair, 

USA). 

 

 

Análises cromatográficas 

 

As análises cromatográficas foram realizadas em um cromatógrafo a líquido de alta eficiência, 

acoplado a um detector por arranjo de diodos (HPLC-DAD), modelo 1290, da Agilent Technologies (St. 

Clair, USA). O volume de injeção utilizado foi de 10 µL e as colunas cromatográficas avaliadas foram a 

Poroshell (St. Clair, USA) e a Kinetex (Torrance, USA). 

As condições cromatográficas avaliadas são apresentadas na Tabela1. 

 

Tabela 1 Condições cromatográficas avaliadas 

Parâmetros  

Comprimento de onda (λ)/nm 243 

260 

Coluna cromatográfica 

Kinetex (C18) 

(100A, 150 mm x 4,60 mm, 5 μm, Phenomenex) 

Poroshell 120 EC-C18 

(50 mm x 4,60 mm, 2,7 μm, Agilent) 
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Composição da fase 

móvel no modo  

isocrático 

Acetonitrila:águaa 

Metanol:águaa  

(Acetonitrila:água) acidificados com ácido fórmico 0,1% (v/v)a 

(Metanol:água) acidificados com ácido fórmico 0,1% (v/v)a 

Taxa de fluxo /  

(mL min-1) 

0,2 

0,3 

0,5 

0,8 

Temperatura da coluna/ 

°C 

25 

30 

a100:0; 90:10; 85:15; 80:20; 78:22; e 75:25 (%v/v); em negrito, as condições cromatográficas ideais. 

 

 

Otimização da extração ESL-PBT  

 

Esse método de extração é baseado na adição de 4,0 g de amostra de arroz a um frasco de vidro 

de 22 mL e, em seguida, são adicionados 72 µL de solução de trabalho, contendo florpirauxifen-benzil, na 

concentração de 5 mg L-1. A mistura foi mantida em repouso por 1h para permitir a completa integração do 

analito com a matriz. Foram adicionados 4 mL de água e o sistema foi homogeneizado em vórtex por 30 

s, em seguida, 8 mL fase extratora foram adicionados e o sistema foi novamente levado ao vórtex por mais 

30 s. Então, o sistema foi mantido a – 20 ºC por 1h para congelamento completo da fase aquosa e da 

matriz. Em seguida, em tubo de vidro, foram adicionados 4 mL do extrato e 200 mg do adsorvente para o 

clean-up do extrato. Esse sistema foi agitado em vórtex por 60 s e centrifugado por 5 min a 4000 rpm. 

Após essa etapa, 3 mL do extrato foram completamente evaporados, ressuspendidos em 400 µL de 

metanol e armazenados a – 20 °C até a análise por HPLC-DAD. 

A ESL-PBT foi otimizada avaliando as composições das fases extratoras apresentadas na Tabela 2. 

 

Tabela 2 Composição das fases extratoras avaliadas  

Experimento Fases extratoras Proporção/ mL 

A ACNa : H2O 8:4 

B ACN+AFb : H2O 8:4 

C ACN+HClc : H2O 8:4 

D ACN+ACEd : H2O (6,5+1,5):4 

aAcetonitrila; b0,1% (v/v) solução de ácido fórmico; c0,1% (v/v) solução de ácido clorídrico; dacetato de etila; 

em negrito, a condição ótima de extração. 

 

Clean-up dos extratos 

 

Neste estudo, uma etapa adicional de clean-up foi inserida, em razão da presença de vários 

interferentes da matriz. Por isso, foram utilizadas massas de 50 e 100 mg de adsorvente por mL do extrato 
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da matriz arroz obtido por meio da ESL-PBT otimizado. Foram avaliados os adsorventes: sílica gel, sílica 

gel funcionalizada com octadecila (C18), florisil, carvão ativado (Act. Charc), alumina e amina primária e 

secundária (PSA). 

 

 

Metodologia de validação   

 

A validação foi realizada, por meio da avaliação dos resultados da seletividade, limite de detecção 

(LD), limite de quantificação (LQ), precisão, exatidão, faixa de linearidade e efeito de matriz, conforme 

protocolo SANTE (2021). Os testes estatísticos foram realizados considerando o nível de significância de 

0,05. 

 

Seletividade 

 

A seletividade do método foi avaliada pela comparação dos cromatogramas do extrato da matriz 

arroz fortificado com florpirauxifen-benzil, na concentração de 90,0 µg kg-1 com o cromatograma do extrato 

da matriz arroz livre de florpirauxifen-benzil (extrato branco), em seis replicatas independentes (SANTE 

2021).  A ausência de picos no cromatograma do extrato branco, no mesmo tempo de retenção do 

florpirauxifen-benzil, indica que o método foi seletivo. 

 

Limites de detecção (LD) e quantificação (LQ)  

 

Os valores de LD e LQ foram determinados, por meio de experimentos de fortificação da matriz 

arroz com a menor quantidade de florpirauxifen-benzil que possa ser detectada e quantificada, 

respectivamente, usando as condições otimizadas na ESL-PBT. Os LD e LQ foram as concentrações de 

florpirauxifen-benzil que geraram picos cromatográficos com área três e dez vezes maior, respectivamente, 

que a área cromatográfica do ruído da linha de base, no mesmo tempo de retenção do florpirauxifen-benzil, 

do cromatograma do extrato da matriz arroz isenta desse herbicida (extrato branco) (SANTE 2021). O LQ 

foi confirmado como a menor concentração de fortificação avaliada por seis repetições independentes que 

atendam o critério estabelecido, ou seja, com desvio-padrão relativo inferior a 20% e taxas de recuperação 

entre 70 e 120% (SANTE 2021). 

 

Precisão e exatidão 

 

A precisão e exatidão foram avaliadas, por meio de experimentos de fortificação e recuperação do 

florpirauxifen-benzil na matriz arroz. A precisão foi determinada sob condições de repetibilidade, usando a 

concentração de 90 µg kg-1, com sete repetições independentes, em que os desvios-padrão relativos 

(DPR) inferiores a 20% foram considerados aceitáveis. A exatidão foi avaliada, usando as concentrações: 

5,0; 90,0 e 150,0 µg kg-1 com três replicatas independentes para cada nível e as taxas de recuperação 

com valores entre 70 e 120% foram consideradas aceitáveis (SANTE 2021). Esses parâmetros de 

validação foram determinados, no mesmo dia, conforme recomendação do protocolo SANTE. 
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Faixa de linearidade 

 

A faixa de linearidade foi avaliada, por meio de curvas analíticas de calibração do extrato da matriz 

arroz fortificado com florpirauxifen-benzil, em seis níveis de concentração: 5,0; 30,0; 60,0; 90,0; 120,0 e 

150,0 µg kg-1, com três repetições independentes para cada nível. Os parâmetros da regressão linear 

foram estimados pelo método dos mínimos quadrados ordinários (MMQO), com exclusão máxima de 

22,2% dos dados (teste de Jacknife). Os resíduos da regressão linear foram avaliados pelos parâmetros 

de normalidade pelo teste de Ryan-Joiner, homoscedasticidade pelo teste de Brown-Forsythe e 

independência pelo teste de Durbin-Watson. A análise de variância (ANOVA) foi aplicada aos dados da 

curva analítica para verificar a significância dos parâmetros da regressão e do desvio de linearidade (Souza 

e Junqueira 2005; Bazílio et al. 2012). 

 

 

Efeito de matriz 

 

O efeito de matriz foi avaliado, utilizando duas curvas analíticas de calibração, sendo uma em 

solvente (metanol) e a outra em extrato da matriz arroz, ambas contendo o florpirauxifen-benzil, nas 

concentrações de 5,0; 30,0; 60,0; 90,0; 120,0 e 150,0 µg kg-1 e, em triplicatas independentes para cada 

concentração. As duas curvas analíticas foram avaliadas, de acordo com o procedimento de linearidade e 

o efeito de matriz foi determinado pela Equação 1.  

 

Efeito de matriz (%) = 100 ∗ (
𝐼matriz

 𝐼solvente
− 1)                                                   (1) 

 

Em que: Imatriz = é o coeficiente angular da curva analítica no extrato da matriz arroz fortificada com o 

herbicida; Isolvente = é o coeficiente angular da curva analítica para o composto em solvente metanol. 

O resultado encontrado foi interpretado da seguinte forma: baixo efeito de matriz (valores 

encontrados entre – 20% e + 20%); médio efeito de matriz (valores encontrados entre – 50% e – 20% ou 

entre + 20% e + 50%); alto efeito de matriz (valores encontrados abaixo de – 50% ou acima de + 50%) 

(Tomasini et al. 2012; Economou et al. 2009). 

 

 

Resultados e discussão 

 

Otimização das condições cromatográficas 

 

Florpirauxifen-benzil é o herbicida indicado para o cultivo de arroz irrigado. No entanto o uso desse 

pesticida na agricultura pode promover a contaminação dos recursos hídricos, do solo e do arroz (USA 

2017a; APVMA 2018; MDAR and MassDEP 2019). Portanto o monitoramento desse composto deve 

ocorrer nessas três matrizes, conforme realizado por um grupo de pesquisadores chineses, que utilizou o 

método QuEChERS, seguido de análise UPLC-QTOF-MS/MS (Zhou et al. 2022). Da mesma forma, nosso 

grupo de pesquisa também desenvolveu metodologias de extração, para a determinação desse composto 
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na água (Vieira et al. 2022) e no solo (Lopes et al. 2023) e, neste estudo, a matriz arroz foi alvo de nossa 

pesquisa. Nesses três estudos foram avaliadas as condições cromatográficas e as condições ótimas, em 

cada estudo, podem ser observadas na Tabela 3. 

Então, inicialmente, essas condições cromatográficas foram aplicadas, para a determinação desse 

herbicida, em extratos da matriz arroz. Os cromatogramas obtidos podem ser observados na Figura 1. 

 

Tabela 3 Estudo comparativo das condições cromatográficas para a determinação de florpirauxifen-benzil 

aHPLC-DAD: cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por arranjo de diodos; bUPLC-QTOF-

MS/MS: cromatografia líquida de ultra performace acoplada a um espectrômetro de massa com analisador 

do tipo quadrupolo-tempo-de-vôo; cACN: acetonitrila; dAF: ácido fórmico. 

 

É possível observar que os cromatogramas obtidos apresentam muitos picos interferentes 

provenientes da matriz arroz, dificultando a determinação do pico do florpirauxifen-benzil. 

 

Parâmetros 

Vieira et al. 

2022 

Lopes et al. 

2023 
Zhou et al. 2022 Este estudo 

Água Solo Água Solo Arroz Arroz 

Técnica HPLC-DADa HPLC-DAD UPLC-QTOF-MS/MSb HPLC-DAD 

Coluna 

cromatográfica 
Poroshell C18 Poroshell C18 

Waters Cortecstm UPLC 

C18 

Kinetex  

C18 

Temperatura da 

coluna (ºC) 
30 30 40 25 

Eluição Isocrática Isocrática Isocrática Isocrática 

Composição da fase 

móvel (% v/v) 

ACNc:água 

(100:0) 

(ACN:água) 

com 0,1% AFd 

(85:15) 

ACN:água com 0,1% AF 

(60:40) 

Metanol:água 

(78:22) 

Fluxo (mL min-1) 0,4 0,3 0,3 0,3 

Volume de injeção 

(µL) 
20 10 4 10 

Comprimento de 

onda (nm) 
243 243 - 260 

Tempo de retenção 

(min) 
1,5 2,63 5,60 13,02 
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Fig. 1 Cromatograma do extrato da matriz fortificada com florpirauxifen-benzil para a concentração de 90 

μg kg-1 (¨¨¨¨), cromatograma do extrato da matriz livre de florpirauxifen-benzil (extrato em branco) (- -) e 

cromatograma do padrão de florpirauxifen-benzil em solvente acetonitrila para a concentração de 500 μg 

kg-1 (___). Condições cromatográficas: coluna Poroshell, volume de injeção = 20 μL, fase móvel 

acetonitrila:água (100:0), T = 30 oC, taxa de fluxo = 0,4 mL min-1, λ = 243 nm (a); coluna Poroshell, volume 

de injeção = 10 μL, fase móvel acetonitrila acidificada com 0,1% (v/v) de ácido fórmico:água (85:15), T = 

30 oC, taxa de fluxo = 0,3 mL min-1, λ = 243 nm (b). 

 

Portanto foi necessária uma nova otimização das condições cromatográficas, visando à 

determinação de florpirauxifen-benzil em extrato de arroz. Os parâmetros avaliados podem ser vistos na 

Tabela 1, e os cromatogramas obtidos podem ser vistos na Figura 2. 

 

 

Fig. 2 Cromatograma do extrato da matriz fortificada com florpirauxifen-benzil para a concentração de 90 

μg kg-1 (__) e cromatograma do extrato da matriz livre de florpirauxifen-benzil (extrato branco) (- -). 

Condições cromatográficas: coluna Kinetex, volume de injeção = 10 μL, taxa de fluxo = 0,3 mL min-1, T = 

25 oC, λ = 260 nm e fase móvel metanol:água (78:22). 
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O cromatograma obtido mostrou o pico do florpirauxifen-benzil, em um tempo de retenção maior 

(13,02 min) em que trabalhos anteriores (1,50 a 5,60 min), porém livre de interferentes da matriz arroz. 

Dessa forma, essa condição cromatográfica foi utilizada neste estudo. É importante destacar que o pico 

livre de interferência só foi possível, utilizando 260 nm como comprimento de onda, apesar de 243 nm ser 

o comprimento de onda de absorção máxima (Figura 3).  

 

 

 

Fig. 3 Espectro de absorção na região ultravioleta da solução padrão de florpirauxifen-benzil em 

acetonitrila para a concentração de 1.0 mg L-1. 

 

 

O próximo passo deste estudo foi determinar as condições ótimas de extração usando o método de 

ESL-PBT. 

 

 

Otimização das condições de extração do método ESL-PBT 

 

Quatro fases de extração foram avaliadas neste estudo, como pode ser visto na Tabela 2. As taxas 

de recuperação e os desvios-padrão relativos (DPR) obtidos, em cada fase extratora, são apresentados 

na Figura 4. 

 

 

 

 



66 
 

 

 

Fig. 4 Porcentagens de extração de florpirauxifen-benzil em quatro diferentes composições de fases 

extratoras. Barras seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente uma das outras pelo teste de 

Tukey ao nível de 5% de significância. (A) acetonitrila:água (8:4 v/v), (B) acetonitrila acidificada com 0,1% 

(v/v) de ácido fórmico:água (8:4 v/v), (C) acetonitrila acidificada com 0,1% (v/v) de ácido clorídrico:água 

(8:4 v/v), (D) acetonitrila + acetato de etila:água (6,5+1,5:4 v/v). 

 

Os resultados revelaram que apenas a fase extratora constituída por acetonitrila acidificada com 

ácido clorídrico e água diferiu estatisticamente das outras três fases extratoras, pelo teste Turkey. Por isso, 

os cromatogramas das outras três fases extratoras foram comparados visando selecionar o cromatograma 

com maior área cromatográfica para o pico do florpirauxifen-benzil e menor número de interferentes da 

matriz. Os cromatogramas obtidos na avaliação são mostrados na Figura 5. 

Os resultados mostraram que o cromatograma obtido, empregando a fase extratora constituída por 

acetonitrila:água (Figura 5 (a)), apresentou maior área cromatográfica para o pico do florpirauxifen-benzil, 

por isso, essa fase extratora foi definida para a próxima etapa deste estudo. Essa composição de fase 

extratora foi recentemente empregada, para extrair florpirauxifen-benzil nas matrizes de água, solo e arroz 

(Vieira et al. 2022; Zhou et al. 2022) e tem sido empregada com sucesso na extração de outros 

contaminantes ambientais, como furanos (2,3,7,8-TCDF), dioxinas (2,3,7,8-TCDD) (Sicupira et al. 2019, 

2023) e pesticidas organoclorados (Mesquita et al. 2018).  
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Fig. 5 Cromatograma do extrato da matriz fortificada com florpirauxifen-benzil para a concentração de 90 

μg kg-1 (__) e cromatograma do extrato da matriz livre de florpirauxifen-benzil (extrato em branco) (- -). 

Condições cromatográficas: coluna Kinetex, volume de injeção = 10 μL, T = 25 oC, taxa de fluxo = 0,3 mL 

min-1, λ = 260 nm e fase móvel metanol:água (78:22). (a) acetonitrila:água (8:4 v/v), (b) acetonitrila 

acidificada com 0,1% de ácido fórmico:água (8:4 v/v), (c) acetonitrila acidificada com 0,1% de ácido 

clorídrico:água (8:4 v/v), (d) acetonitrila + acetato de etila:água (6,5+1,5:4 v/v). 

 

Uma das principais características da ESL-PBT é a limpeza prévia dos extratos durante o processo 

de congelamento. Entretanto, para a matriz arroz, foi necessária uma etapa de clean-up adicional, pois, 

durante a etapa de secagem dos extratos, foi observado o extrato amarelado, indicando um aspecto 

gorduroso. Por isso, seis adsorventes foram avaliados e as taxas de recuperação e os cromatogramas 

obtidos em cada condição de clean-up são mostrados nas Figuras 6 e 7, respectivamente.  
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Fig. 6 Porcentagens de extração de florpirauxifen-benzil da matriz arroz, empregando o método ESL-PBT 

nas condições otimizadas: fase extratora acetonitrila:água (8:4 v/v) para seis diferentes condições de 

clean-up (sílica gel funcionalizada com octadecila (C18), florisil, carvão ativado (Act. Charc), alumina, 

amina primária e secundária (PSA) e sílica gel) todos na concentração de 50 mg de adsorvente por mL de 

extrato da matriz arroz. 

 

 

Os resultados indicaram que o carvão ativado adsorveu completamente o florpirauxifen-benzil (ver 

Figura 7 (c)), resultando em um cromatograma sem o sinal desse composto, ou seja, não é interessante 

para este estudo. Os cromatogramas obtidos para os extratos, após clean-up com C18, alumina e PSA 

,apresentaram perfis semelhantes, na região do pico do florpirauxifen-benzil, como pode ser observado 

nas Figuras 7(a), (d) e (e). Entretanto apenas o cromatograma do extrato submetido ao clean-up com 

alumina resultou em uma linha de base mais horizontal, pico do florpirauxifen-benzil sem interferentes, 

maior área cromatográfica absoluta para o pico do florpirauxifen-benzil, taxa de recuperação e desvio-

padrão relativo adequados. Por isso, a alumina foi definida para o clean-up dos extratos neste estudo. 
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Fig. 7 Cromatograma do extrato da matriz fortificada com florpirauxifen-benzil para a concentração de 90 

μg kg-1 (__) e cromatograma do extrato da matriz livre de florpirauxifen-benzil (extrato em branco) (- -). 

Condições cromatográficas: coluna Kinetex, volume de injeção = 10 μL, T = 25 oC, taxa de fluxo = 0,3 mL 

min-1, λ = 260 nm e fase móvel metanol:água (78:22). Clean-up realizado com 50 mg de adsorvente por 
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mL de extrato da matriz. (a) adsorvente C18, (b) florisil, (c) carvão ativado (Act. Charc), (d) alumina, (e) 

PSA e (f) sílica gel 60. 

 

A quantidade de adsorvente por mL de extrato da matriz também foi avaliada neste estudo. Nesse 

sentido, foram avaliadas massas de 50 e 100 mg de alumina para o clean-up do extrato do arroz. A taxa 

de recuperação e desvio-padrão relativos obtidos podem ser vistos na Figura 8.  

 

 

Fig. 8 Porcentagem de extração de florpirauxifen-benzil da matriz arroz, empregando o método ESL-PBT 

nas condições otimizadas: fase extratora acetonitrila:água (8:4 v/v) e clean-up usando o adsorvente 

alumina nas concentrações de 50 e 100 mg de adsorvente por mL de extrato da matriz arroz.  

 

 

Os resultados indicaram que as taxas de recuperação não diferiram estatisticamente pelo teste 

Tukey ao nível de significância de 5%. Por isso, a massa de adsorvente escolhida para clean-up dos 

extratos de arroz foi definida como 50 mg de adsorvente por mL de extrato da matriz. 

Foi realizado um estudo comparativo entre os três métodos de extração desenvolvidos em estudos 

anteriores e o método otimizado neste estudo, conforme pode ser observado na Tabela 4. 

É possível observar que os quatro métodos de extração utilizaram acetonitrila como fase de extração 

e apresentaram taxas de recuperação próximas a 100% e desvios-padrão relativos inferiores a 20%. Da 

mesma forma, todos os métodos de extração apresentaram valores de LD e LQ inferiores ao LMR (10 µg 

kg -1 em arroz).  

A etapa de limpeza foi observada, para as três matrizes pelo método QuEChERS, mas apenas na 

matriz arroz pelo método ESL-PBT. Esse resultado revela novamente a limpeza anterior realizada durante 

a fase de congelamento da ESL-PBT. 
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Tabela 4 Estudo comparativo dos métodos de extração desenvolvidos em estudos anteriores e o método 

otimizado neste estudo 

aELL-PBT: extração líquido-líquido com purificação em baixa temperatura; bESL-PBT: extração sólido-

líquido com purificação em baixa temperatura; cQuEChERS: Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and 

Safe; dACN: acetonitrila; eAF: ácido fórmico; fGCB: carbono grafitizado; gDPR: desvio padrão relativo; hLD: 

limite de detecção; iLQ: limite de quantificação.  

 

Pela Tabela 4 também pode-se observar que a ELL-PBT e a ESL-PBT apresentaram o menor 

volume da fase extratora e quantidade de amostra, em relação ao método QuEChERS, indicando um fator 

positivo para esses dois métodos. 

Após essa etapa, foi realizada a validação analítica da metodologia de extração, conforme protocolo 

SANTE (SANTE 2021). 

 

 

Método de validação  

 

A metodologia otimizada foi validada, utilizando as seis figuras de mérito: seletividade, limites de 

detecção (LD) e quantificação (LQ), faixa de linearidade, precisão, exatidão e efeito de matriz (SANTE 

2021). 

 

Seletividade 

 

A seletividade da metodologia otimizada foi confirmada pela análise dos cromatogramas do extrato 

da matriz arroz livre de florpirauxifen-benzil (extrato branco) e do extrato da matriz fortificado com 

florpirauxifen-benzil. Os cromatogramas obtidos podem ser observados na Figura 9. 

 

Parâmetros 
Vieira et al. 2022  Lopes et al. 2023 Zhou et al. 2022 Este estudo 

Água Solo Água Solo Arroz Arroz 

Método de extração ELL-PBTa ESL-PBTb QuEChERSc ESL-PBT 

Fase de extração (mL)  
ACNd  

(8:4) 

ACN 0,1% AFe: 

água (8:4) 

ACN:água 

(20:5) 

ACN:água 

(8:4) 

Volume de solvente (mL) 8 8 20 8 

Massa ou volume de 

amostra (g ou mL) 
4 4 5 4 

Etapa de clean-up - - 
5 mg 

GCBf 

15 mg 

GCB 

20 mg 

GCB 

50 mg 

Alumina 

Taxa de  

recuperação (%) 
103,3-105,6 108,3-109,1 95,35-112,63 100,4-118,3 

DPRg (%) 0,2-5,1 1,86-9,30 0,54-8,31 5,66-16,73 

LDh (μg L-1) 2 5 0,42 0,48 0,81 3 

LQi (μg L-1) 4 20 0,94 1,31 1,58 5 
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Fig. 9 (a) Cromatograma do extrato da matriz livre do analito (extrato branco) e (b) cromatograma do 

extrato da matriz fortificada com florpirauxifen-benzil para a concentração de 90 μg kg-1. Condições 

cromatográficas: coluna Kinetex, volume de injeção = 10 μL, fase móvel metanol:água (78:22), T = 25 oC, 

taxa de fluxo = 0,3 mL min-1, λ = 260 nm. 

 

O método foi considerado seletivo, porque não foram observados picos de interferentes, no tempo 

de retenção do florpirauxifen-benzil. 

 

Limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) 

 

Os valores de LD e LQ alcançados pela metodologia otimizada podem ser observados na Tabela 5.  

Esses valores estão abaixo do limite máximo de resíduo (LMR) de florpirauxifen-benzil em arroz definido 

pelas legislações brasileiras (ANVISA 2022) e Americana (USA 2017b) que foram de 10 e 300 µg kg-1, 

respectivamente. De forma similar, os valores atingidos neste estudo também foram inferiores ao LMR 

definidos pelas legislações Europeia (Arena et al. 2018) e Australiana (APVMA 2018) que definiram 20 µg 

kg-1.  

 

Tabela 5 Resultados do estudo de validação analítica 

Faixa de 

linearidade 

μg kg-1 

Equação da reta R2c 

Recuperação ± DPRd (%) LDe LQf 

5,0 μg kg-1 a 90,0 μg kg-1 b 150,0 μg kg-1 a 
 

μg kg-1 

5,0 – 150,0 y = 51770x–205839 0,9933 100,4±16,73 118,3±5,66 114,3±10,75  3,0 5,0 

aMédia de 3 replicatas; bmédia de 7 replicatas; ccoeficiente de determinação; ddesvio padrão relativo; elimite 

de detecção; flimite de quantificação. 

 

Precisão e exatidão 

 

A precisão e exatidão foram simultaneamente confirmadas por experimentos de fortificação e 

recuperação das amostras de arroz. Os resultados da Tabela 5 revelam que os valores de DPR foram 
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inferiores a 20% e as taxas de recuperação ficaram entre 70 e 120%. Esses valores demonstraram que a 

precisão e exatidão do método otimizado está de acordo com as diretrizes do protocolo de validação 

analítica SANTE (SANTE 2021). 

 

Faixa de linearidade 

 

A faixa de linearidade do método otimizado foi determinada, usando seis concentrações 

equidistantes com três replicatas independentes para cada nível. A faixa de linearidade inclui o valor da 

concentração do LQ e a concentração de fortificação da amostra que foi de 90.0 μg kg-1, como pode ser 

observado na Figura 10(a). 

   

  

  

Fig. 10 Gráficos obtidos no estudo de linearidade da metodologia otimizada para florpirauxifen-benzil. (a) 

Curvas analíticas de calibração deste composto em solvente e extrato da matriz. (b) Resíduos de 

regressão linear com exclusão dos valores extremos. (c) Probabilidade normal dos resíduos de regressão. 

(d) Gráfico de autocorrelação dos resíduos de regressão pelo teste de Durbin-Watson. R2: coeficiente de 

determinação; R: coeficiente de correlação do teste de Ryan-Joiner; ei: resíduo. 

 

O método dos mínimos quadrados ordinários (MMQO) foi utilizado, para estimar os parâmetros da 

regressão linear, obtendo assim os valores de inclinação, interseção e coeficiente de determinação (R2), 
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conforme pode ser observado na Tabela 5. O valor de R2 foi maior que 0,99, indicando a variabilidade dos 

dados coletados explicados pelo modelo de regressão. 

O teste de Jacknife foi aplicado, para os resíduos de regressão e os outliers encontrados foram 

excluídos, como pode ser observado na Figura 10(b). Em seguida, foram avaliadas a normalidade, 

homoscedasticidade e independência dos resíduos de regressão. 

O teste de Ryan-Joiner foi utilizado para avaliar a normalidade dos resíduos de regressão (Figura 

10(c)). O coeficiente de correlação (R) encontrado foi maior que o coeficiente de correlação crítico (Rcrit.) 

obtido por interpolação polinomial (R = 0,9826 > Rcrit. 0,9351). Conclui-se assim, que os resíduos seguiram 

a distribuição normal ao nível de significância de 0,05. 

O teste de Brown-Forsythe que determina a existência de diferenças entre as variâncias residuais, 

por meio de uma adaptação do teste de Levene, foi utilizado para avaliar a homoscedasticidade dos 

resíduos de regressão. O valor estatístico para o T de Levene (TL) encontrado foi menor que o valor crítico 

ao nível de significância de 0,05 (TL = 1,54 < Tcrit. (0,975) = 2,18), confirmando a homoscedasticidade. 

O teste de Durbin-Watson foi utilizado, para avaliar a independência dos resíduos da regressão; o 

valor estatístico (d) calculado para o teste foi maior que o valor calculado para o limite crítico superior (du) 

(d = 2,71 > du = 1,35) e não foi observada autocorrelação ao nível de significância de 0,05. Observou-se 

uma distribuição aleatória dos resíduos, nos quatro quadrantes, demonstrando sua independência, 

conforme pode ser observado na Figura 10(d). 

A avaliação da linearidade seguiu os procedimentos propostos por Souza e Junqueira (2005) e 

Bazílio et al. (2012). Os dados foram ajustados ao modelo linear, para a faixa avaliada de 5,0 a 150,0 μg 

kg-1 (Tabela 5), em que foram observados regressão significativa e desvio de linearidade não significativo 

ao nível de significância de 0,05. Conclui-se que o MMQO foi adequado para os dados estudados. 

 

 

Efeito de matriz 

 

O efeito de matriz calculado, na determinação de florpirauxifen-benzil em arroz, foi de 184,3%. Esse 

valor é classificado como um efeito de matriz muito elevado. Esse resultado foi diferente do encontrado 

em estudo recente, usando o mesmo sistema de análise e detecção (HPLC-DAD), para a determinação 

do florpirauxifen-benzil em solo, pois foi verificado baixo efeito de matriz (-3,34%) (Lopes et al. 2023) e 

nenhum efeito de matriz nas análises desse herbicida para a matriz água (Vieira et al. 2022). 

Vale ressaltar que o arroz é considerado uma matriz complexa por sua composição química rica em 

carboidratos, lipídeos e pigmentos que podem ser coextraídos juntamente com o analito alvo e, assim, 

interferirem no sinal cromatográfico (Pinho et al. 2009). Isso pode ser comprovado, por meio de vários 

estudos anteriores, que relataram efeito de matriz significativo para a matriz arroz (Rebelo et al. 2016; 

Mardani et al. 2021; Li et al. 2019; Mondal et al. 2017; Sefiloglu et al. 2021). Diferentes métodos de análise 

foram utilizados nesses estudos, para quantificar pesticidas no arroz, como os herbicidas ciclosulfamuron, 

tiobencarbe, cicloxidime, imazapir, imazapique (Rebelo et al. 2016), foransulfurom (Mardani et al. 2021); 

os inseticidas tetraniliprole (Li et al. 2019), cartap, fenpropatrina (Mardani et al. 2021), malationa (Mondal 

et al. 2017) e clorpirifós (Sefiloglu et al. 2021); e o fungicida procloraz (Mardani et al. 2021). Todos estes 

estudos comprovam que a matriz arroz apresenta comumente efeito de matriz elevado. 
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Conclusão 

 

A metodologia de ESL-PBT foi otimizada e validada, para a determinação de florpirauxifen-benzil 

em amostras de arroz, usando o HPLC-DAD. Essa metodologia se apresentou de fácil execução, rápida, 

sensível e eficaz, para a determinação de florpirauxifen-benzil em amostras de arroz, pois o limite de 

quantificação encontrado foi inferior ao LMR definido pelas legislações brasileira e internacional para a 

matriz arroz. Por todos estes motivos, essa metodologia demonstrou ser uma alternativa promissora para 

o monitoramento de florpirauxifen-benzil em amostras de arroz. 
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5 CONCLUSÃO 

 

A ESL-PBT, seguida pela análise por HPLC-DAD, foi otimizada e validada para a determinação de 

florpirauxifen-benzil em amostras de solo e arroz. Essa metodologia mostrou ser fácil de executar, rápida, 

sensível e eficaz. Em comparação com o método QuEChERS, esse método apresentou menor número de 

etapas, diminuição no uso de solventes e de amostras. Até o momento, não há relatos de trabalhos que 

utilizaram essa metodologia de extração e análise para a determinação do composto estudado. O limite 

de quantificação alcançado foi inferior ao máximo aceitável pela legislação brasileira, para a matriz arroz 

e menor que os alcançados, para outros agrotóxicos no caso da matriz solo. A legislação brasileira 

ainda não dispõe de um método para monitoramento ambiental para o florpirauxifen -benzil e, 

portanto, essa metodologia pode ser considerada uma alternativa promissora. 


