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Otimizaciao e validagao de métodos de extragido para determinag¢ao do herbicida florpirauxifen-

benzil nas matrizes solo e arroz

RESUMO

O florpirauxifen-benzil € um herbicida pertencente a classe das auxinas sintéticas que foi liberado no Brasil
no ano de 2019, para as culturas de arroz, cana-de-agucar, milho e soja. Em virtude de sua recente
liberacao, ainda sédo escassos os estudos de validagdo de metodologias de extragéo e analise de residuos
até o momento. Diante deste cenario, € importante um estudo de novas metodologias de extragao e analise
que poderéo ser aplicadas para a quantificagdo de seus residuos. Por isso, este estudo teve como objetivo
otimizar e validar a extragao solido-liquido com purificagdo em baixa temperatura (ESL-PBT), para a
determinagéo de florpirauxifen-benzil, nas matrizes solo e arroz, usando cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detecgédo por arranjo de diodos (HPLC-DAD). O método de extragao utilizou 4,0 g da
matriz, 4 mL de agua e 8 mL de fase extratora. O sistema foi homogeneizado e congelado a — 20 °C por
uma hora. Entao, parte do extrato foi recuperado, evaporado, ressuspenso em solvente e armazenado em
freezer até analise por HPLC-DAD. Para o desenvolvimento da metodologia para a matriz arroz, uma etapa
de clean-up precisou ser acrescentada, em razédo do aspecto amarelado e gorduroso do extrato, que foi
recuperado, apds a etapa de secagem. Foram otimizadas condi¢gdes cromatograficas e condigbes de
extracdo do composto para as matrizes estudadas. As melhores condigbes cromatograficas, para a matriz
solo, foram alcangadas, usando coluna Poroshell, temperatura de 30 °C, composigdo de fase moével
acetonitrila e agua (85:15 v/v) com acido férmico 0,1% (v/v), 243 nm como comprimento de onda e fluxo
de 0,3 mL min-'. Durante a ESL-PBT, seis fases extratoras foram avaliadas. A melhor fase extratora foi a
acetonitrila, contendo acido férmico a 0,1% (v/v), que apresentou uma taxa de recuperagdo de 104,0% e
desvio-padrao relativo (DPR) inferior a 4,0%. Foram obtidos limite de detecgdo de 5 pug kg-! e limite de
quantificagdo de 20 ug kg™'. O estudo de estabilidade apresentou um resultado de 17,5 dias para o tempo
de meia vida do composto. As melhores condi¢gdes cromatograficas, para a matriz arroz, foram alcangadas,
usando coluna Kinetex, temperatura de 25 °C, composi¢ao de fase mével metanol e agua (78:22 v/v), 260
nm como comprimento de onda e fluxo de 0,3 mL min-'. A condigcdo étima de extragdo foi obtida, utilizando
acetonitrila e agua (2:1) como fase de extragdo, seguida de clean-up dos extratos com alumina na
propor¢cao de 50 mg de alumina por mL de extrato. As porcentagens de recuperagao alcangadas foram
préximas de 100%, com um desvio-padrao 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

quantificacédo de 5,0 ug kg'.

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
viv) with 0.1% (v/v) formic acid, 243 nm as wavelength and flow of 0.3 mL min-'. 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 ug kg-' and a quantification limit of 20 ug kg-'. 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-'. 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 ug kg-'.

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

Na ultima década, o Brasil esteve entre os paises que mais utilizaram agrotéxicos no mundo,
correspondendo, em 2021, a aproximadamente 20% do consumo mundial. Na mesma via, a utilizacao de
compostos quimicos, para realizar o controle de pragas no pais, vem aumentando e, desde o ano de 2018,
observa-se crescente e significativo incremento na liberacdo de registros, componentes e afins (FAO,
2023; MAPA, 2023).

Entre os varios registros de agrotoxicos no Brasil, durante o ano de 2019, podemos destacar o
composto denominado florpirauxifen-benzil. Essa substancia foi registrada como Produto Formulado a
Base de Ingrediente Ativo Novo (PFN) e liberado para uso no territério brasileiro para a cultura do arroz.
Trata-se de um herbicida que pertence a classe das auxinas sintéticas e é atuante no controle de plantas
daninhas resistentes em locais aquaticos de agua doce (ANVISA, 2023; APVMA, 2018; MDA, 2019).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria brasileira (ANVISA), o herbicida
apresenta classificacao toxicoldgica nivel lll, indicando que € medianamente téxico com perfil de toxicidade
ocorrendo por vias oral, cuténea e inalatéria (ANVISA, 2023; MDA, 2019). Com relagao a quantificagdo
dos residuos de florpirauxifen-benzil, estudos demonstram que ainda existem diversas lacunas de dados,
como, por exemplo, a falta de resultados de quantificagdo em pdlen, produtos apicolas, solo e de
contaminagado ambiental (EFSA, 2018).

As analises de monitoramento desse composto, propostas pela Agéncia de Protecdo Ambiental
Americana (em inglés, United States Environmental Protection Agency-US EPA), Agéncia Regulatéria
Européia (em inglés, European Food Safety Authority-EFSA) e Agéncia Australiana de Pesticidas e
Medicamentos Veterinarios (em inglés, Australian Pesticides and Veterinary Medicines-APVMA), indicam,
até o momento, que a metodologia de extracdo deve ocorrer pelo método QUEChERS (em inglés
Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), cuja sigla em portugués significa um método rapido,
facil, barato, eficaz, robusto e seguro. Para as andlises, recomendam a cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (em inglés, High Performance Liquid
Chromatography to tandem Mass Spectrometry-HPLC-MS/MS) (US EPA, 2017a; APVMA, 2018; EFSA,
2018; MDA, 2019).

Embora essa metodologia de extragdo tenha se mostrado eficiente, € desejavel o
desenvolvimento de outras que possam ser mais simples, mais faceis de executar, mais eficientes e
mais baratas. Nesse sentido, trabalhos anteriores mostraram que a extragéo solido-liquido com a
purificacdo em baixa temperatura (ESL-PBT) atendeua essas caracteristicas, 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 extragao e
limpeza dos extratos ocorrem em uma unica etapa.

A analise por cromatografia liquida utilizando o detector por arranjos de diodos (em inglés, High
Performance Liquid Chromatography with Diode-Array Detection-HPLC-DAD), € uma opg¢éo que tem
se mostrado eficiente e promissora. Os resultados alcangados por esta metodologia tém atendido as
exigéncias de padrdes internacionais na quantificacdo de diferentes analitos (SICUPIRA et al., 2019;
VIEIRA et al, 2022; LOPES; SICUPIRA; SILVERIO, 2023).
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Faz-se necessario ampliar o conhecimento acerca dos métodos de extragdo de analise de residuos,
da capacidade de persisténcia e biodegradabilidade do florpirauxifen-benzil, quanto aos diferentes tipos
de matrizes, em que esse composto podera estar presente, visto que essas matrizes podem ser
contaminadas causando prejuizos a biota e aos seres humanos.

As matrizes estudadas tém grande importancia, no monitoramento dos analitos, por se tratarem de
um dos destinos da cadeia de uso dos agrotoxicos. 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 esta presente
diariamente na alimentacao do brasileiro, o que o potencializa a se tornar uma fonte de contaminagao ao
ser humano.

Dessa forma, espera-se com este estudo contribuir para que uma nova metodologia de extragéo e
quantificacdo possa ser implantada, em andlises de residuos desse agrotéxico, a fim de realizar
acompanhamento dos riscos de contaminacdo do meio ambiente e possivel intoxicagao do cidadao pela
exposi¢cao e consumo continuo do alimento.

Por isso, a proposta deste trabalho envolveu o estudo da metodologia de ESL-PBT, para residuos
do agrotéxico florpirauxifen-benzil, em amostras de solo e arroz com quantificagdo, por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgao por arranjo de diodos (HPLC-DAD). Esse método
foi validado, por meio da faixa de linearidade, precisdo, exatidao, seletividade, limite de quantificagido e

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

2.1 Objetivo Geral

Otimizar e validar o método de extragao sélido-liquido com purificagdo em baixa temperatura (ESL-

PBT) para determinacéo de residuos do herbicida florpirauxifen-benzil, em amostras de solo e arroz,

usando cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgéo por arranjo de diodos (HPLC-DAD).

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1. Otimizar as condi¢des cromatograficas para a determinagdo do florpirauxifen-benzil em

extratos de solos e arroz.

2.2.2. Otimizar o método de extragao solido-liquido com purificagdo em baixa temperatura (ESL-

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

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

deteccao, limite de quantificagéo, exatidao, preciséo 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 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Uso de agrotéxicos no Brasil

A consolidagéo da industria agroquimica, apds a segunda guerra mundial, na América do Norte e
na Europa Ocidental, associada ao desenvolvimento e aplicacdo de tecnologias, para esse setor,
introduziram novos tipos de agrotdxicos na cadeia produtiva impulsionando o seu uso na agricultura
(JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009; BRAIBANTE; ZAPPE, 2012). No Brasil, esse processo foi
incentivado, durante a revolugdo verde, por meio de programas de liberagdo de créditos, para os
produtores agricolas e ocorreu, nas décadas de 1970, por meio do Programa Nacional de Defensivos
Agricolas (PNDA) (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018; MORAES, 2019).

No ano de 2021, o Brasil ocupou o primeiro lugar entre os paises que mais utilizaram agrotéxicos
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 agrotoxico vendido no pais, como pode ser observado na Figura 1 (FAO,
2023; IBAMA, 2023).

Figura 1 — Consumo de agrotéxicos no Brasil no ano de 2021.
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Fonte: Adaptado de FAO, 2023.

No ano de 2022, foram liberados 652 novos registros de agrotoxicos no pais (MAPA, 2023), entre
os quais 35 foram inéditos, com formula¢des a base de ingredientes ativos novos, indicando uma tendéncia
de crescimento na liberagdo dessas substancias. Neste ano, o total de agrotéxicos quimicos formulados
chegou a quase duas vezes o total de agrotdxicos bioldgicos e organicos de baixo risco. A Tabela 1 mostra

0 numero total de registros de agrotéxicos liberados, anualmente no Brasil, no periodo entre 2020-2022.
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Tabela 1 — Numero de registros aprovados de agrotéxicos no Brasil entre 2020-2022

Ano Total
2020 493
2021 562
2022 652

Fonte: Adaptado de MAPA, 2023.

Os principais programas de monitoramento de residuos de agrotéxicos em alimentos no pais s&o o
Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) e o Programa de Analise de Residuos
de Agrotoxicos em Alimentos (PARA). Os resultados dessas analises sao relevantes em desenvolvimento
de pesquisas, programas de fiscalizagao, protegdo da saude e meio ambiente (MEIRA, 2015).

A Agéncia de Vigilancia Sanitaria brasileira (ANVISA) é responsavel por coordenar o Programa de
Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA). Esse programa, cuja abrangéncia é
nacional, tem entre seus objetivos o monitoramento de residuos de agrotéxicos, em alimentos de origem
vegetal, a fim de produzir informagdes a respeito de possiveis riscos a saude em fungao da dieta alimentar
(ANVISA, 2020).

Nesse contexto, observa-se com preocupagido o crescente numero de registros e € necessario
reforcar a importancia das analises de residuos de agrotoxicos em alimentos e a divulgagao de resultados

a esse respeito.

3.2 O herbicida florpirauxifen-benzil

Os herbicidas podem ser classificados quanto a seletividade, espectro de agao, época de aplicagao,
mecanismo de acao, translocag¢do na planta e carater ibnico. 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 horménios reguladores de crescimento vegetal, pelo seu mecanismo de
acao (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. E capaz de causar uma série de alteragéo
nos processos metabdlicos da planta-alvo por sua agdo nos mesmos locais (sitios) de agao da auxina
natural. Sua aplicagao pode promover a elevagao da concentragao da auxina, que nao 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 & morte por esgotamento de reservas e perda de fungéo
celular (CARVALHO, 2013).

Este principio 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 regides de cultivo, atuando como um herbicida seletivo, sistémico e pds-emergente. A
estrutura quimicadesse 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 quimica da molécula do florpirauxifen-benzil.

Fonte: MDA, 2019.

Esse herbicida foi autorizado, no Brasil, em 2019, pela resolugdo RE n. 1,394 de 24/05/2019,
para ser usado nocombate a plantas daninhas, em lavouras de arroz, cana-de-agucar, milho e soja,
mas também emoutras culturas como algodao, sorgo e girassol, que geralmente podem ser cultivadas
apo6s a colheita do arroz (ANVISA, 2023; US EPA, 2017b; MDA, 2019; MILLER; NORSWORTHY,
2018; ASSUNCAO et al., 2020; WRIGHT et al., 2021).

O florpirauxifen-benzil possui baixa solubilidade em agua (< 0,015 mg L") e elevada afinidade
por solventes organicos apolares (MDA, 2019; APVMA, 2018; MILLER; NORSWORTHY, 2018). Essas
caracteristicas sao favoraveis para a contaminagédo e acumulo emsolos, plantas, além de favorecer
a entrada na cadeia alimentar, uma vez que algumas variedades de arroz tém sido cultivadas em
solos altamente irrigados (ASSUNCAO et al., 2020). A Tabela 2 apresenta as principais propriedades

fisico-quimicas desse herbicida.

Tabela 2 — Propriedades fisico-quimicas do florpirauxifen-benzil

Férmula molecular C20H14CI2F2N203
Massa molecular 439,248 g mol!
Cor e estado fisico P6 castanho
6,58 (1% m/m de dispersao em H20
pHa 23,4 °C
destilada)
Solubilidade em agua (20°C) 0,015 mg L' agua purificada

- . 210 g L' em acetona
Solubilidade em solventes organicos (20°C)
13 g L' em metanol
4,6.10% Pa (25°C)
3,2.109 Pa (20°C)
Tempo de meia vida 8 a 10 dias para solo inundado

Fonte: Adaptado de APVMA, 2018; IUPAC, 2019.

Pressao de vapor
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A toxicidade desse composto ao homem e ao meio ambiente temsido objeto de estudos no
Brasil e em outros paises como Australia, Italia, Espanha e Estados Unidos da América (APVMA, 2018;
EFSA, 2018; BUCZEK et al., 2020). O perfil de toxicidade indica contaminagéo por vias oral, cutanea e
inalatéria, com classificagao toxicoldgica, nivel lll, considerado medianamente téxico. Portanto ainsercao
desse principio ativo no meio ambiente deve ser monitorada detalhadamente, pois o uso desse
produto pode causar episédios de contaminagao ambiental e humana, e seus impactos ainda sao
pouco estudados e conhecidos (APVMA, 2018).

Por causa de sua recente insercdo na agricultura, sdo raros osrelatos sobre o0 método de

extragao, para a determinagéo desse herbicida, em amostras de solo e arroz.

3.3 Método de analise em matrizes solidas

Um método de analise precisa oferecer com eficiéncia a capacidade de extrair diferentes analitos
de diferentes tipos de matrizes, remover os possiveis interferentes, ser robusto e preciso, rapido, de baixo
custo, com reduzido tempo de analise e consumo de solventes organicos e reagentes quimicos
(HERCEGOVA; DOMOTOROVA; MATISOVA, 2007). Diferentes métodos de extragdo e técnicas de
analises tém sido empregados na tentativa de ampliar cada vez mais o alcance para diversas matrizes. A
Tabela 3 apresenta os métodos de extragdo QUEChERS e ESL-PBT com diferentes técnicas analiticas

para matrizes solidas descritos na literatura.

Tabela 3 — Métodos de extracdo e técnicas cromatograficas de analises descritas na literatura para a

quantificagdo em matrizes solidas

Método de extragcdo Técnica de analise Matriz Referéncia
Rebelo et al., 2016
Arroz Mardani et al., 2021
LC-MS/MSP . ]
QuEChERS? Sefiloglu; Tezel; Balcioglu, 2021
Solo Sefiloglu; Tezel; Balcioglu, 2021
CG-tandem MS (MS/MS)c  Arroz Mondal; Kole; Bhattacharyya, 2017
CG-MsH Lodo de esgoto  Ramalho et al., 2019
Lodo de esgoto
ESL-PBTe CG-MS/MSf Andrade et al., 2017
Solo
HPLC-DAD¢ Solo Lopes; Sicupira; Silvério, 2023

aQuick, easy, cheap, effective, rugged and safe; Pcromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massa em tandem; ccromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa em
tandem; dcromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa; ¢extragcdo solido-liquido com
purificacdo em baixa temperatura; fcromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas;
9cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgao por arranjo de diodos.

Fonte: LOPES, J. C. S, 2024.
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O método de extracdo QUEChERS (em inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged e Safe), cuja
sigla em lingua portuguesa remete a descricdo das suas caracteristicas como rapido, facil, econémico,
efetivo, robusto e seguro, foi proposto por Anastassiades e Lehotay em 2003. O principio da técnica
originalmente utilizada, no desenvolvimento do método QUEChERS, utiliza 10 g de amostra, 10 mL do
solvente de extracdo, que normalmente é a acetonitrila, seguida pela agitagao em vértex. A particdo do
sistema ocorre pela adi¢cao de sais (normalmente, uma mistura de 1 g de NaCl e 4 g de MgSOa4), que causa
um efeito conhecido como “salting out” ao qual é atribuido uma melhora nos percentuais de recuperagéo
do analito. Esses sais diminuem a solubilidade do sistema (dos analitos na fase aquosa e de agua na fase
organica), o que contribui para a redugao do volume da fase aquosa e favorece a extragdo de compostos
apolares. Um padrao interno é adicionado e uma etapa de Clean-up realizada por meio da extragdo em
fase sdlida dispersiva (em inglés, Dispersive Sélide Phase Extraction, D-SPE). Nessa etapa, ocorre a
adigdo de uma mistura do sorvente (em inglés, Primary Secondary Amine, PSA) com MgSO4 (25 mg:150
mg) por mL de extrato, seguida de centrifugagdo, o que possibilita diminuir os coextrativos polares
(PRESTES et al., 2009).

Algumas modificagdes no método original foram estudadas por Mastvoska e Lehotay, entre elas
estdo a acidificagdo da acetonitrila, por meio da utilizagcdo de acido acético; a substituicdo do NaCl por
acetato de sodio; 0 aumento dos volumes de amostra e solvente; a substituicdo da agitagdo em vortex por
agitagdo manual e a realizacdo de uma etapa de concentragéo ao final do método. Essas alteragdes foram
significativas e demonstraram melhorias na porcentagem de recuperagédo para compostos de diferentes
polaridades, na seletividade e na diminui¢do dos limites de quantificacdo (MASTVOSKA; LEHOTAY, 2004;
LEHOTAY; MASTOVSKA; LIGHTFIELD, 2005).

Entre as vantagens do método de extragdo QUEChERS estédo a capacidade de realizar o preparo
de varias amostras, em curto espago de tempo, uso reduzido de volumes de solventes e a obtengao de
percentuais de recuperacao superiores a 85% mesmo em compostos de diferentes polaridades (PRESTES
et al., 2009; NAZIR; RAFIQUE; AHAD, 2017). Entretanto, como desvantagens, est4 a realizagédo de etapa
de clean-up e de concentragdo da amostra, uma vez que a concentragao final do extrato obtido é inferior,
quando comparado a outros métodos de extracdo e, para atingir os limites de quantificagdo desejados, o
extrato necessita de uma etapa de concentragdo o que aumenta o seu tempo de execugéo (PRESTES et
al., 2009; AL-ALAM et al., 2017).

O método de extracdo sdlido liquido com purificagdo em baixa temperatura (ESL-PBT) foi utilizado,
inicialmente, na extragdo de pesticidas, em 1960, quando foi empregado por Anglin e Mckinley para
quantificacdo de dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) em extratos de plantas (ANGLIN; McKINLEY, 1960).
Desde entdo vem sendo utilizado para a extragdo de diferentes tipos de compostos e matrizes. Podem ser
citados, por exemplo, as determinagdes de organoclorados, organofosforados, piretroides,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), carbamatos, dioxinas, entre outros (PINHO; SILVERIO,
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 extracdo de agrotodxicos utilizados e
apresenta vantagens, em relacdo aos outros métodos, por se tratar de uma técnica simples, com niumero
reduzido de etapas, eficiente e seletivo. Utiliza reduzidas quantidades de amostras e de solventes
organicos e permite a realizagdo de extragdes simultaneas, além de possibilitar a extragado dos analitos e
a limpeza dos extratos ao mesmo tempo (FREITAS et al., 2014; RODRIGUES et al., 2018).



21

Essa técnica consiste em realizar a extragdo do analito de interesse pela adigdo de agua (4 mL) e
uma fase organica extratora (8 mL) a amostra solida (4 g), que contém o analito-alvo, entéo, o sistema é
homogeneizado em vértex e colocado sob temperaturas reduzidas (— 20°C).

O congelamento da amostra € a etapa na qual ocorre a particao do analito entre a fase organica e
aquosa. Nesse momento, alguns interferentes presentes na matriz tendem a serem congelados
juntamente com a fase aquosa, promovendo, assim, uma purificagdo do extrato. O analito de interesse,
que inicialmente estava na fase sélida, migra para a fase organica, que permanece liquida nessa
temperatura. Em seguida, o extrato é recolhido, concentrado, ressuspendido no solvente (ou fase movel),
em que sera analisado e filtrado. A Figura 3, a seguir, representa as etapas da técnica de extracdo solido-

liquido com purificagdo em baixa temperatura (ESL-PBT) utilizadas neste estudo.

Figura 3 — Etapas da técnica de extracao solido-liquido com purificagdo em baixa temperatura.
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Fonte: LOPES, J. C. S, 2024.
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3.4 Validagcao da metodologia de analise

A validagdo da metodologia otimizada é uma etapa prevista e necessaria para demonstrar que o
método analitico proposto permite a obtencao de resultados confiaveis, precisos e adequados a qualidade
desejada. Os procedimentos de validagdo devem incluir, sempre que possivel, as figuras de meérito:
seletividade, limites de detecgao (LD) e quantificagédo (LQ), faixa de linearidade, preciséo, exatidao e efeito
de matriz (SANTE, 2021; INMETRO, 2020; BAZILIO et al., 2012; SOUZA; JUNQUEIRA, 2005). A seguir,
sdo 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 a capacidade de distingdo do analito-alvo na presencga de outros
compostos possivelmente interferentes. Para avaliar esse parametro, comparam-se cromatogramas do
extrato da matriz fortificada com o analito de interesse, na concentragdo desejada de trabalho, com o
cromatograma do extrato da matriz isenta do analito (SANTE, 2021). A auséncia de picos cromatograficos

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

3.4.2 Limites de detecgao (LD) e quantificagao (LQ)

A sensibilidade de um método analitico esta associada a sua capacidade em detectar e quantificar
o analito em estudo. Sua determinagéo ocorre, por meio das medidas dos limites de detecgéo (LD) e
quantificacdo (LQ) e existem diferentes formas de realizar essas medidas e, uma delas é a relacao
sinal/ruido. Os valores de LD e LQ devem ser determinados, por meio de experimentos de fortificagdo da
matriz com a menor quantidade de composto, que possa ser detectada e quantificada, respectivamente.
A relagéo entre o sinal do composto e o ruido na linha de base na amostra é realizada pela comparagéo
dos sinais, definindo as concentragdes minimas de detecgéo e quantificagdo que podem ser realizadas
com confianga (BRITO et al., 2003; PEREZ, 2010; SANTE, 2021; INMETRO, 2020).

Os LD e LQ sao as concentragdes do analito em estudo que devem gerar picos cromatogréaficos
com area trés e dez vezes maior, respectivamente, que a area cromatogréfica do ruido da linha de base,
no mesmo tempo de retencdo do analito-alvo, no cromatograma do extrato da matriz isenta do composto
(extrato branco) (INMETRO, 2020).

Os limites maximos de residuos de pesticidas (LMRs) em alimentos sdo estabelecidos pelo Codex
Alimentarius (FAO, 2024) e é desejavel que o LD e o LQ de um método estejam abaixo desses niveis.

O limite maximo de residuo estabelecido no Brasil pela ANVISA, para o composto florpirauxifen-
benzil na matriz arroz, é de 10 ug kg' (ANVISA, 2023). Em relagdo a matriz solo, esse valor ainda nao foi
definido, entao, os valores utilizados, como referéncia neste estudo, foram obtidos por comparacgéo a LQs
obtidos, para herbicidas como o diuron, glifosato, nicosulfuron e bromacil, para a mesma matriz, utilizando
diferentes métodos de extragdo. Esstes valores estavam na faixa de 40 a 83 ug kg' (PINTO; LANCAS,
2009; BOTERO-COY et al., 2013; LAZIC; SUNJKA, 2014).
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3.4.3 Precisao e exatidao

A exatidao e precisdao de um método estdo associadas a tendéncia de recuperagao do analito-alvo
na amostra analisada. Para determinar a exatiddo do método em estudo, os ensaios de recuperagao tém
sido realizados, em ftriplicatas independentes, em trés diferentes niveis, incluindo o valor do limite de
quantificacdo (LQ) (SANTE, 2021).

A exatidao deve ser avaliada pelo coeficiente de variagdo das medidas, e as taxas de recuperagao
obtidas devem estar com valores entre 70 e 120% para serem consideradas aceitaveis (SANTE, 2021).

A precisdo do método foi determinada sob condigbes de repetibilidade. Para determinar a precisao
do método em estudo, os ensaios de recuperagao devem ser realizados em, no minimo, cinco repeti¢coes
independentes (SANTE, 2021). O método, para ser considerado preciso, deve fornecer resultados para o

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

3.4.4 Linearidade

A linearidade do método analitico demonstra a capacidade de obter resultados proporcionais a
concentragao do analito em um determinado intervalo (SOUZA; JUNQUEIRA, 2005). A faixa de trabalho
deve ser construida, levando-se em consideragao o limite de restrigdo do analito presente na legislagéo.
Essa concentragao deve estar no ponto central da faixa de trabalho, na qual a curva analitica apresenta a
menor incerteza, para a determinagdo da concentragdo (BAZILIO et al., 2012; SOUZA; JUNQUEIRA,
2005). Os niveis de concentragdo escolhidos, para compor a curva de calibragdo (seis), devem ser
equidistantes e realizados com trés repeti¢des independentes para cada nivel.

O método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO), descrito como método analitico a ser usado
na avaliacéo da linearidade, utiliza a estimativa dos pardmetros da regresséao linear com exclusdo maxima
de 22,2% dos dados (teste de Jacknife), o tratamento de valores extremos (outliers) e a avaliagéo dos
residuos pelos parametros de normalidade pelo teste de Ryan-Joiner, homoscedasticidade, pelo teste de
Brown-Forsythe e independéncia pelo teste de Durbin-Watson (BAZILIO et al.,, 2012; SOUZA;
JUNQUEIRA, 2005).

A analise de variancia (ANOVA) é aplicada aos dados da curva analitica para verificar a significancia
dos parametros da regressdo 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 alteragdo na resposta da analise cromatografica e pode ser
ocasionada por diferentes fatores, entre eles, influéncia da natureza da matriz, tipo de coextrativos
presentes e condigdes cromatograficas 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 € a construgdo de duas curvas analiticas utilizando os
mesmos niveis de concentragdo e a comparagao 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 analise de linearidade deve ser realizada para as duas curvas (INMETRO, 2020).

Os possiveis efeitos produzidos no sistema cromatografico podem ser avaliados pela razdo entre o
coeficiente angular obtido na curva analitica em extrato da matriz e o coeficiente angular obtido na curva
analitica no solvente. A equagdo matematica demonstrada, a seguir, € utilizada para avaliar esse

parametro.

Efeito de matriz (%) = 100 * (—awiz_ _ 1)

Isolvente

Em que: Imatiz = € 0 coeficiente angular da curva analitica no extrato da matriz fortificada com o

analito alvo; Isoivente = € 0 coeficiente angular da curva analitica para o composto em solvente.

O resultado encontrado tem sido interpretado da seguinte forma: valores encontrados entre — 20%
e + 20% sao atribuidos a um baixo efeito de matriz; valores encontrados entre — 50% e — 20% ou entre +
20% e + 50% sé&o considerados um efeito de matriz médio; e valores encontrados abaixo de — 50% ou
acima de + 50% sé&o considerados alto efeito de matriz (TOMASINI et al., 2012; ECONOMOU et al., 2009).

Os dados obtidos no estudo de validagdo de um método analitico devem ser usados como
parametros que possibilitem demonstrar que esse método, nas condicbes em que é praticado, tem
caracteristicas que tornam a metodologia adequada para a analise do pesticida estudado.

No proximo capitulo, sdo apresentados dois artigos, demonstrando o desenvolvimento de
metodologia de anadlise e validacdo para o florpirauxifen-benzil em amostras de solo e arroz. As
metodologias utilizaram as figuras de mérito descritas neste capitulo e demonstraram confiabilidade, para

as analises, ja que os resultados estavam dentro dos parametros descritos por SANTE (SANTE, 2021).
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4 ARTIGOS

4.1 Artigo 1 — Método de extragcao para determinar o herbicida florpirauxifen-benzil no solo

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

Use of Florpyrauxifen-benzyl SLE-LTP HPLC-DAD

In rice cultivation

-20°C

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

estudo.
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Resumo

O florpirauxifen-benzil € o novo principio ativo autorizado pela legislagdo 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 estdo em revisdo. Em razdo da recente inser¢gao no
mercado mundial de agrotéxicos, ainda existem poucos estudos relacionados as metodologias de extragao
e detecgéo desse composto. Portanto este estudo teve como objetivo otimizar e validar a extragédo sélido-
liquido com purificagdo em baixa temperatura (ESL-PBT), para a determinagao de florpirauxifen-benzil, em
solo usando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detecgdo por arranjo de diodos (HPLC-
DAD). Os resultados mostraram que as melhores condigdes cromatograficas foram alcangadas, usando
coluna Poroshell, temperatura de 30 °C, composi¢do de fase movel acetonitrila e dgua (85:15 v/v)
acidificada com acido férmico 0,1% (v/v), taxa de fluxo de 0,3 mL min-' e 243 nm como comprimento de
onda. Durante a ESL-PBT, seis fases extratoras foram avaliadas. A melhor fase extratora foi a acetonitrila,
contendo acido férmico a 0,1% (v/v), que apresentou uma taxa de recuperacdo de 104,0 % e desvio-
padréo relativo (DPR) inferior a 3,9%. A metodologia foi precisa, exata, linear e seletiva. Foram obtidos
limite de deteccdo de 5 ug kg™' e limite de quantificagcdo de 20 ug kg'. 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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Introdugédo

Florpirauxifen-benzil € um potente herbicida do grupo quimico arilpicolinato, sendo seletivo e
pos-emergente para plantas daninhas que atuam principalmente na cultura do arroz.'* A estrutura

guimicadesse composto pode ser vista na Figura 1.5

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

Esse principio 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 regides de cultivo, atuando como um herbicida sistémico e pdés-emergente. Esse
herbicida foi autorizado, no Brasil, em 20192, para ser usado nocombate a plantas daninhas, em
lavouras de arroz, mas também em outras culturas como soja, algodao, milho, sorgo e girassol, que
geralmente podem ser cultivadas apés a colheita do arroz.%-°

A toxicidade desse composto ao homem e ao meio ambiente temsido objeto de estudos no
Brasil e em outros paises.'%'2 Portanto sua insercdo no meio ambiente deve ser monitorada
detalhadamente, pois o uso desse produto pode causar episédios de contaminagdo ambiental e
humana e seus impactos ainda sdo poucoestudados e conhecidos.0-12

Esse herbicida possui baixa solubilidade em agua (< 0,015 mg L") e alta afinidade por solventes
organicos apolares.510.13.14 Essas caracteristicas s&do favoraveis para a contaminagdo e acimulo em
solos, plantas, além de favorecer a entrada na cadeia alimentar, uma vez que algumas variedades de
arroz tém sido cultivadas em solos altamente irrigados.®

Por sua recente insercdo na agricultura, sdo raros osrelatos sobre o método de extracao, para
a determinagao desse herbicida, em amostras de solo. Até o momento, apenas ométodo QUEChERS,
cuja sigla em portugués significa um método rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro, foi
otimizado e validado para esse composto.* Embora essa metodologia tenha se mostrado muito
eficiente, é desejavel o desenvolvimento de outras metodologias que possam ser mais simples, mais
faceis de executar, mais eficientes e mais baratas. Nesse sentido, trabalhos anteriores'%1¢ mostraram
que a extragao solido-liquido, com a purificagdo em baixa temperatura (ESL-PBT), atendeua essas
caracteristicas, quando aplicada a outros contaminantesambientais em diferentes tipos de matrizes.
Uma das principais vantagens desta metodologia é a extragcéo e limpeza dos extratos em uma unica

etapa.
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Portanto pretende-se otimizar a metodologiaESL-PBT para a determinacgao deste herbicida, em

amostras de solo, usando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detecg¢édo por arranjo de
diodos (HPLC-DAD).

Experimental

Reagentes e solugoes

A acetonitrila grau HPLC foi adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). O solvente P.A. acetato
de etila foi adquirido da Dinamica (Indaiatuba, Brasil) e a acetonitrila da Exodo Cientifica (Sumarg,
Brasil). Todos os solventes foram filtrados em membrana de politetrafluoretileno (PTFE) com poros
de 0,22um adquirida da Filtrilo (Colombo, Brasil). O acido férmico foi adquirido da Sigma-Aldrich (St.
Louis, EUA) e o acido cloridrico da Anidrol (Diadema, Brasil). O padréo de florpirauxifen-benzil foi
adquirido da LGC Dr. Ehrenstorfer (Augsburgo, Alemanha). As solugdes padrao estoque foram
preparadas na concentragcdo de 20 mg L' e as solugbes de trabalho foram preparadas na

concentracdo de 5 mg L-'. Todas as solugdes foram armazenadas a — 20 °C.
Equipamento

Os equipamentos utilizados neste estudo incluiram um vértex da Scilogex (Rocky Hill, EUA),
uma bomba de vacuo da Prismatec (Itu, Brasil), uma balancga analitica da Shimadzu(Barueri, Brasil) e
um espectrofotdmetro Cary 50 ultravioleta e visivel (UV-Vis)da Agilent Technologies (St. Clair, EUA).
Analises cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em um HPLC-DAD, modelo 1290, Agilent
Technologies (St. Clair, EUA). O volume de injecao foi de 10 uL para a coluna Poroshell (St. Clair, EUA)
e 20 yL para a coluna Kinetex (Torrance, EUA). As condi¢bes cromatograficas avaliadas podem ser

vistas na Tabela 1.

Tabela 1. Condi¢des cromatograficas avaliadas

Paréametros
210
Comprimento de onda (A) / nm 243
260
Kinetex (C18) (100A,
Coluna cromatogréfica 150 x 4,60 mm, 5 ym, Phenomenex)

Poroshell 120 EC-C18
(50 x 4,60 mm, 2,7 uym, Agilent)
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Composigcédo da fase movel em modo Acetonitrila:agua 100:0 (v/v)
isocratico (Acetonitrila:agua)2 com (AF)P
0,3
Taxa de fluxo / (mL min-") 0,4
0,5
1,0
30
Temperatura da coluna/ °C 35
a100:0; 90:10; 85:15; 80:20; 75:25 e 70:30 (v/v); Psolucdo a 0,1% (v/v) de acido férmico.

Otimizagcao da ESL-PBT

A ESL-PBT foi otimizada avaliando seis composi¢cbes de fase de extragéo (Tabela 2). Esse
meétodo de extracao é baseado na adi¢cao de 4,0 g de solo, em frascos de vidro (22 mL) e 72 yL de
solugao de trabalho, contendo florpirauxifen-benzil na concentragdo de 5 mg L-'. A mistura foi mantida
emrepouso por 1h para permitir a completa integragcdo do analito com a matriz. Em seguida, foram
adicionados 4 mL de agua e 8 mL da mistura extratora e o sistema foi homogeneizado em vértex 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 uL de acetonitrila acidificada
com 0,1% (v/v) de acido féormico e armazenados a — 20 °C até analise por HPLC-DAD. A taxa de extracao

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

Tabela 2. Composi¢des da fase de extragao

Ensaio Fases extratoras Proporgao / mL
A ACNa H20 8:4

B ACN + AFP H20 8:4

C ACN H20 + AF 8:4

D ACN + AF H20 + AF 8:4

E ACN + AEc H20 6,5+ 1,54

F ACN + HCl¢ H20 + HCI 8:4

aACN: acetonitrila; PAF: solugdo a 0,1% (v/v) de acido féormico; AE: acetato de etila; IHCI: solugdo a 0,1%

(v/v) de acido cloridrico.

Validagao da metodologia

A validacao da metodologia foi realizada por meio de seletividade, limite de detecgéo (LD), limite de

quantificagdo (LQ), precisédo, exatiddo, faixa de linearidade e efeito de matriz.'” 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 repeticdes independentes.

O LD e LQ foram determinados por amostras de solo fortificadas, com a menor quantidade possivel
de florpirauxifen-benzil, que pode ser detectada e quantificada usando as condigcbes de extracao
otimizadas. Para determinar o LD e LQ, considerou-se a relagao sinal/ruido comparando os sinais obtidos
nas amostras fortificadas com os ruidos das amostras sem fortificagdo (brancos) no mesmo tempo de
retengdo. Foram considerados trés e dez vezes a relagao sinal/ruido para o LD e LQ, respectivamente.

A exatidado foi avaliada, por meio de experimentos que recuperamo analito da matriz fortificada,
usando trés niveis de concentragdo de 20,0, 90,0 e 195,0 ug kg'', com trés repeticdes cada. A exatidao
foi analisada pela recuperagdo dos analitos, em que valores entre 70 e 120% foram considerados
aceitaveis.

A precisao foi determinada, por meio de experimentos que recuperam o analito da matriz fortificada,
usando um nivel de concentragdo de 90,0 ug kg™', com sete repeticdes. A precisdo foi avaliada pelo desvio-
padrao relativo (DPR) das repetigdes, sendo DPR inferior a 20% o critério de aceitabilidade.'”

A faixa de linearidade foi avaliada, por meio de curvas analiticas da matriz fortificada, em seis niveis
de concentragdo de: 20,0; 55,0; 90,0; 125,0; 160,0 e 195,0 ug kg™, com trés repeticdes independentes
para cada nivel. Os parametros da regressao linear foram estimados pelo método dos minimos quadrados
ordinarios e baseados na analise dos residuos da regressao, com exclusdo maxima de 22,2% dos dados
(teste de Jackknife). Os residuos da regresséo linear foram avaliados pelos parametros de normalidade
(teste de Ryan e Joiner), homocedasticidade (testede Brown e Forsythe) e independéncia (teste de Durbin
e Watson). A analise de variancia (ANOVA) foi aplicada as curvas analiticas para verificar o quanto a linha
de regressao explica os valores que foram usados para ajustar a linearidade. 819

O efeito da matriz foi avaliado, utilizando duas curvas analiticas, sendo a primeira em solvente
(acetonitrila) e a segunda em extrato de solo fortificado, ambas contendo o florpirauxifen-benzil nas
concentragdes de: 20,0; 55,0; 90,0; 125,0; 160,0 e 195,0 ug kg',em triplicata. As duas curvas foram
avaliadas de acordo com o procedimentode linearidade, conforme descrito anteriormente. O efeito de

matriz foi determinado pela Equacao 1.

Inclinagdoari; — Inclinagdoggyente

Taxa de efeito de matriz (%) = ( X 100) (D

Inclina¢aoggiyente

Em que: Inclinacaomatriz = coeficiente angular da curva analitica no extrato de solo enriquecido;
Inclinag&osoivente = coeficiente angular da curva analitica emsolvente (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 condi¢des ambientais. Primeiro, 4,0 g de amostra de solo livre de florpirauxifenbenzil
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 concentragéo inicial de 195,0 ug kg'. Os frascos foram
mantidos abertos ao sol por 1, 5, 10, 15 e 20 dias. Apdés cada dia, as amostras foram submetidas a ESL-
PBT, nas condi¢des otimizadas, seguidasde analise por HPLC-DAD para determinar a concentragdo de

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

Resultados e discussao

Otimizacdo das condi¢gdes cromatograficas

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

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

12 ~

-
o

%108

00}

Absorbancia (mAU)
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Figura 2. Espectro de absorgéo na regido ultravioleta da solugao padrao do florpirauxifen-benzil em

acetonitrila na concentragéo de 1,0 mg L.

O espectro obtido revelou que as maiores absorbancias foram observadas em 210 e 243 nm.
Entretanto, o comprimento de onda de 260 nm também foi avaliado, por se tratar de uma regido de

absorbancia do composto consideravel e por ser uma regido 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.

100 - Florpirauxifen-benzil
=—210nm
80
= -~ 243nm
£ 604
o
[&]
[
8
S 40 ~— 260 nm
(7]
Q0
<
20
m\
0 T T T T T T T T

. : : .
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Tempo de retengdo (min)
Figura 3. Cromatogramas da solugao padrao do florpirauxifen-benzil em acetonitrila na concentragcao
de 1,0 mg L'. Condigbes cromatograficas: coluna Poroshell, volume de injecdo = 20 L, fase mével
acetonitrila = 100:0, taxa de fluxo = 0,4 mL min-', temperatura (T) = 30 °C e comprimento de onda (A)
=210 nm (-), (A\) =243 nm (-) e (A\) = 260 nm (-).

Os resultados mostraram que o sinal do composto em 210 nmnéo 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 ondaadequado para determinar
esse herbicida. Da mesma forma, um estudo anterior relatou que o florpirauxifen-benzil apresentou maior
absorbancia em 212 e 245 nm em solugdes acidas e neutras, respectivamente.®

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

analito alvo dosinal do interferente. Os cromatogramas obtidos podem ser observados na Figura 4.



40

801 Florpirauxifen-benzil (@) 80__ Florpirauxifen-benzil (b)
704 pd 70
3 60 60 -
E )
~ 504 50
B i
(3]
@ 40+ 40 -
2 )
@ 30 30
el
< 4
204 20
104 10
0 T T T T T 1 0 T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0
Tempo de Retengao (min) Tempo de Retengdo (min)

Figura 4. Cromatogramas da solugéo padréo do florpirauxifen-benzil em acetonitrila na concentragéo
de 1,0 mg L'. Condigbes cromatograficas: coluna Poroshell, volume de inje¢do = 20 uL, fase movel
acetonitrila = 100:0, A = 243 nm, taxa de fluxo = 0,4 mL min-', T = 30 °C (a) e 35 °C (b).

Os resultados revelaram que o aumento da temperatura promove uma aproximacio do sinal
interferente ao sinal do analito, portanto a temperatura de 30 °C foi definida para este estudo.

A seguir, duas colunas cromatograficas foram avaliadas, para a determinacao do florpirauxifen-
benzil, como pode ser observado na Tabela 1. Os resultados obtidos podem ser observados nos

cromatogramas da Figura 5.

804 Florpirauxifen-benzil (a) 80_7 (b)
70- e 70-
1 Florpirauxifen-benzil
604 60
) . ™
=z
E 50 1 50
S 40 40
b= ]
0
E 304 30 s
< 20 20

104 10 J
04— 0
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 00 05 10 15 2.0 25 30 35 40 45 50

Tempo de Retengéo (min) Tempo de Reteng3o (min)

Figura 5. Cromatogramas da solugao padrao do florpirauxifen-benzil em acetonitrila na concentragcao
de 1,0 mg L-'. Condi¢Ges cromatograficas: volume de injecao = 20 uL, fase mével acetonitrila = 100:0,

vazéo = 0,4 mL min-', T = 30 °C, A = 243 nm, colunas Poroshell (a) Kinetex (b).

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

cromatogréfico estreito e agudo, porém o sinal na coluna Poroshell (120 EC-C18) apresentoumenor
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tempo de retengdo (1,52 min), maior intensidade e area cromatografica. Portanto essa coluna foi
definida para as préoximas etapas deste estudo.
Em seguida, o fluxo da fase movel foi avaliado em quatro niveis como pode ser observado na

Tabela 1. Os cromatogramas obtidos sdo mostrados na Figura 6.
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Figura 6. Cromatogramas da solugéo padréo do florpirauxifen-benzil em acetonitrila na concentragéo
de 1,0 mg L'. Condi¢bes cromatograficas: coluna Poroshell, volume de injegdo = 20 uL, fase movel
acetonitrila = 100:0, T = 30 °C, A = 243 nm, taxa de fluxo = 0,3 mL min-* (a), 0,4 mL min-' (b), 0,5 mL

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

O cromatograma obtido com fluxo de 1,0 mLmin-! resultou em um sinal de menor intensidade e
com um sinal interferente que nao foi separado do composto. O cromatograma obtido com fluxo de
0,5 mLmin-* melhorou o sinal, em relagao ao fluxo de 1,0 mL min-', porém o tempo de retencio obtido
para o composto demonstra que ainda se localizou bem préximo da regido em que a presenga de
interferentes na matriz € mais intensa e, quando comparado ao fluxo de 0,4 mL min-!, observa-se
tratar de um sinal que n&o estava completamente separado. O cromatograma, utilizando o fluxo de
0,4 mL min-', apresentou um sinal ainda com a presenga de um interferente na base do pico principal.

Ja o cromatograma obtido com fluxo de 0,3 mLmin-! resultou em um sinal mais nitido, separado do
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sinal do interferente e com um tempo de retencdo mais afastado da regido em que a matriz apresenta
uma regido de maior nimero de interferentes. Portanto 0,3 mL min-! foi definido para as préximas
etapas deste estudo. Esse mesmo valor de fluxo foi utilizado por Zhou et. al. em estudo anterior.*

Diferentes composi¢oes de fase mével foram avaliadas neste estudo, como pode ser observado
na Tabela 1, e os cromatogramas obtidos em cada condigdo sdo mostrados na Figura 7.

O uso da fase movel acidificada com &cido férmico nao alterou a intensidade do sinal, em
comparagdo com as condigdes sem acido férmico, 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
movel por do aumento da proporgéo de agua e diminuigao da proporgao de acetonitrila. Esse aumento
ocasionou uma melhora na separagéo do sinal cromatografico do composto até a proporgéo de (80%
acetonitrila:20% agua) com AF. Entretanto, a medida que esse aumento se tornou mais acentuado,
ocorreu uma deformacdo nos picos do composto. A fase movel (85% acetonitrila:15% agua)
acidificada com AF (Figura 7d) foi escolhida para dar continuidade ao trabalho por apresentar um pico

mais definido e livre de interferentes.

40 (@) 407 (b)
— 30+ 30+
-]
z
E Florpirauxifen-benzil Florpirauxifen-benzil
E 20 / 20 /
0
5
2
104 104
0+ 0_—_J
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Tempo de Retengdo (min) Tempo de Retengdo (min)
40 - (© 40 - @
— 30 30
2
£
e Florpirauxifen-benzil
E 20 4 / 204 Florpirauxifen-benzil
: /
(o]
w
o)
<
104 104
R_L___,
0 —i\/—_J 0 —— —
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

Tempo de Reteng&o (min) Tempo de Retencgéo (min)



43

0 @ 0 (ﬂ
~ 304 304
;
©
E 20+ Florpirauxifen-benzil 204
% / Florpirauxifen-benzil
(7]
Q
< 101
——
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
40 - Tempo de Reteng¢do (min) Tempo de Retencé&o (min)
(9)
5 304
Py
E
.G
£ 204
£ — .
E Florpirauxifen-benzil
<

0 1 2 3 4 5 8
Tempo de Retengdo (min)

Figura 7. Cromatogramas da solugéo padréo do florpirauxifen-benzil em acetonitrila na concentragéo
de 0,5 mg L". Condi¢des cromatograficas: coluna Poroshell, volume de injegdo = 10 uL, taxa de fluxo
=0,3mL min', T =30 °C e A = 243 nm. Fase mével (a) 100% acetonitrila; (b) 100% acetonitrila com
AF; (c) (90% acetonitrila:10% &gua) com AF; (d) (85% acetonitrila:15% agua) com AF; (e) (80%
acetonitrila:20% agua) com AF; (f) (75% acetonitrila:25% agua) com AF; (g) (70% acetonitrila:30%

agua) com AF.

As condi¢bes cromatograficas definidas no teste com a fase mével também foram testadas para
a matriz solo. Observou-se que o uso de acido férmico, na composi¢cdo da fase mével, melhorou a
seletividade do método para a matriz solo em comparagao com a fase moével sem acido férmico como
pode ser observado nas Figuras 8aeb.

A fase movel consistindo de (85% de acetonitrila e 15% de agua) acidificadas com 0,1% (v/v) de
acido férmico resultou em um cromatograma com sinal de florpirauxifen-benzil livre de interferéncias
com maior intensidade e area cromatografica, conforme pode ser observado na Figura 8d. Portanto

essa condigaofoi definida para este estudo.
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Figura 8. Cromatogramas do extrato fortificado com florpirauxifen-benzil a 90,0 ug kg-'. Condigdes

cromatograficas: coluna Poroshell, volume de injegdo = 10 pL, vazdo = 0,3 mL min-!, T=30°C e A =
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243 nm. Fase movel (a) 100% acetonitrila; (b) 100% acetonitrila com AF; (c) (90% acetonitrila:10%
agua) com AF; (d) (85% acetonitrila:15% agua) com AF; (e) (80% acetonitrila:20% agua) com AF; (f)
(75% acetonitrila:25% agua) com AF; (g) (70% acetonitrila:30% agua) com AF.

Ap6s completar a otimizagdo das condigbes cromatograficas, para a determinagdo de
florpirauxifen-benzil por HPLC-DAD, as condi¢cdes de extracdo da metodologia ESL-PBT foram

otimizadas.

Otimizagao das condigdes de extragao por ESL-PBT

Trabalho anterior?2 realizado com esse herbicida, para a matriz solo, mostrou o uso de fases
extratoras compostas por acetonitrila acidificada com acido férmico ou acido cloridrico. Assim, neste
estudo, avaliamos seis diferentes fases extratoras, conforme podeser observado na Tabela 2. As taxas

de recuperagao obtidas em cada fase extratora sdo apresentadas na Figura 9.
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Figura 9. Taxa de recuperacao de florpirauxifen-benzil nas seis diferentes composicdes da fase de
extragdo. As barras seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de t ao
nivel de significancia de 5%. A: acetonitrila:agua (8:4 v/v); B: acetonitrila com AF:agua (8:4 v/v); C:
acetonitrila:agua com AF (8:4 v/v); D: (acetonitrila:agua) com AF (8:4 v/v); E: acetonitrila + acetato de
etila:agua (6,5 + 1,5:4 v/v); F: (acetonitrila:agua) com HCI (8:4 v/v).

Os resultados revelaram que as taxas de recuperacgao das seis fases de extragao ficaram entre
100,1 e 112,5%, com desvio-padrao 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 ug kg'. (a)

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

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

(f) (acetonitrila:agua) com HCI (8:4 v/v).
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Os resultados revelaram que o cromatograma com o menor nimero de interferentes foi obtido,
usando acetonitrila acidificada com acido férmico a 0,1% (v/v) e agua, como pode ser observado na
Figura 10b. Varios estudos descrevem a utilizagdo de acetonitrila, como fase orgénica para o
desenvolvimento da metodologia de extragdo, 48131622 inclusive diferentes composigbes sao
relatadas. No entanto, neste estudo, além da acetonitrila pura, também, foram testados a adicdo de acido
férmico, &cido cloridrico e acetato de etila com o objetivo de melhorar a recuperagdo, diminuir os interferentes no
tempo de retengdo do composto e minimizar o efeito de matriz. A acetonitrila acidificada com acido férmico foi a
fase organica que apresentou a melhor resposta, por isso, foi escolhida para este trabalho. Em seguida, essa

metodologia otimizada foi submetida a etapa de validagao.

Validagao

A validagédo da metodologia otimizada foi realizada, por meiodas seis principais figuras de mérito:

seletividade, LD, LQ, faixa de linearidade, preciséo, exatidao e efeito de matriz.
Seletividade

A seletividade da metodologia otimizada foi confirmada pela comparagdo 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.
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Figura 11. Cromatogramas do extrato de solo sem o analito (extrato em branco) (a) e extrato de solo
fortificado com florpirauxifen-benzil a 90 ug kg (b).

Esses resultados mostraram que, no cromatograma do extrato em branco, ndo foram
observados sinais cromatograficos atribuidos a interferentes, no mesmo tempo de retencdo do

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

Os valores de LD e LQ obtidos para a metodologia otimizada foram de 5 e 20 ug kg-! conforme pode
ser observado na Tabela 3.

Os limites maximos de residuos (LMRs) para florpirauxifen-benzil, em amostras de solo, ainda nao
foram definidos pela legislagéo brasileira, porém, de acordo com estudos anteriores,?3-25 herbicidas como
o diuron, glifosato, nicosulfuron e bromacil, para a mesma matriz, apresentaram LQ na faixa de 40 a 83 ug
kg'. Dessa forma, o LQ encontrado neste trabalho para florpirauxifen-benzil é inferior ao encontrado para

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

Tabela 3. Resultados do estudo de validagao analitica

Faixa de
linearidade Equacéo linear R2e Recuperagéo + DPRY/ % LDe LQf
(ug kg™) 20,0 ug kg'@ 90,0 ug kg’ 195,0 ug kg'@ g kg’

20,0-195,0 Y=91420,3X-452846,3 0,9973 108,8+9,30 108,3+2,25 109,1+1,86 50 20,0

amédia de 3 repeti¢cdes; Pmédia de 7 repetigbes; °R2: coeficiente de determinagéo; DPR: desvio

padrao relativo; ¢LD: limite de detecgao; LQ: limite de quantificagao.

Recentemente Zhou et al. demonstraram ter atingido um LQ de aproximadamente 1,3 ug kg
usando a metodologia de extragdo QUEChERS e a técnica de detecgao por cromatografia liquida de ultra-
alta performance UPLC-QTOF-MS/MS. Em raz&o da técnica utilizada estar associada a um equipamento
de maior sensibilidade, ocorre melhora na resolugéo dos picos cromatograficos e diminuigdo do valor do
limite de quantificagd0.26 Entretanto o valor de LQ de 20 ug kg™' obtido pela técnica de ESL-PBT e analise
por HPLC-DAD, encontrado neste trabalho, esta abaixo dos valores propostos pela agéncia de protecéo
ambiental dos Estados Unidos (EPA-US),?” agéncia reguladora de controle de pragas do Canada?® e pela
autoridade australiana de pesticidas e medicamentos veterinarios (APVMA)'0, para comodities, como
arroz, ovos, leite, carne, peixe e crustaceos, reafirmando a capacidade do método proposto para ser

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

Precisao e exatidao

A precisao e exatidao foram confirmadas simultaneamente por experimentos de fortificacdo e
recuperacao. Os resultados da Tabela 3 mostraram que os valores de DPR foram menores que 10% e as
taxas de recuperacgao ficaram entre 108,3 e 109,1%. Essesvalores asseguram a precisdo e exatidao do

método otimizado, deacordo com as diretrizes de SANTE, respectivamente.!”
Faixa de linearidade
Afaixa de linearidade do método otimizado foi determinada, por meio de seis niveis de concentragao

equidistantes,com trés repeticdes independentes para cada nivel, sendo as concentragdes utilizadas de
20,0; 55,0; 90,0; 125,0; 160,0 e 195,0 ug kg'. A concentragédo 20,0 ug kg! corresponde ao valor do LQ e
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foi determinada como o primeiro nivel das curvas analiticas, no extrato da matriz solo e no solvente, como
pode ser observado na (Figura 12a). A faixa de linearidade incluiu o valor da concentragéo do LQ (20,0 ug
kg™) e a concentracéo de fortificagdo da amostra (90,0 pg kg').

Os parametros da regressao linear foram estimados pelo método dos minimos quadrados ordinarios
(MMQO), obtendo-se assim os valores de inclinagéo, intersecgdo e coeficiente de determinagao (R?),
conforme pode ser observado na (Figura 12a). O teste de Jackknife foi aplicado aos residuos da regressao
e nao foram observados valores extremos (Figura 12b). O valor de R? foi maior que 0,99, indicando a
variabilidade dos dados coletados explicada pelo modelo de regressdo. Em seguida, a normalidade,
homocedasticidade e independéncia dos residuos de regressao foram avaliados.

A normalidade dos residuos da regresséo foi avaliada pelo teste de Ryan-Joiner (Figura 12c). Os
coeficientes de correlacdo encontrados nos graficos foram superiores ao coeficiente de correlagéo critico
(R = 10,9622 > Rcit= 0,9461) obtido por interpolagdo polinomial. Logo pode-seconcluir que os residuos
seguiram distribuicdo normal (nivel de significancia de 0,05), permitindo assim a utilizagdo de testes de

hipéteses que seguem esse tipo de distribui¢ao.
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Figura 12. Graficos obtidos no estudo de linearidade da metodologia otimizada. (a) Curvas analiticas
de solucdes de florpirauxifen-benzil em extratos de solventes e matriz, em que R2: coeficiente de
determinagdo. (b) Residuos de regressao linear para florpirauxifen-benzil. (c) Probabilidade normal

de residuos de regressao para florpirauxifen-benzil, em que R: coeficiente de correlagcao do teste de
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Ryan-Joiner. (d) Autocorrelagdo dos residuos de regressao para florpirauxifen-benzil, em que ei:

residuo.

A homocedasticidade dos residuos da regressao foi investigada pelo teste Brown-Forsythe que
determina a existéncia de diferengasentre as variancias residuais por uma adaptacdo do teste de Levene.
A distribuicao dos residuos da regresséo, ao longo dos niveis de concentragédo estudados, foi homogénea,
confirmando assim a homocedasticidade,como pode ser visto na Figura 12b.

A independéncia dos residuos da regressao foi analisada pelo teste de Durbin-Watson e nao foi
observada autocorrelacdo ao nivelde significancia de 0,05. Uma representagédo grafica dos dados foi
realizada, para confirmar esse resultado, e uma distribuicao aleatériados residuos nos quatro quadrantes
foi obtida demonstrando sua independéncia, 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 ug kg-! (Tabela
3), em que foram observados regresséao significativa e desvio de linearidade nao significativo ao nivel de
significancia de 0,05. Portanto, pode-se concluir que o0 MMQO foi adequado para os dados estudados.
Todas as avaliagbes de linearidade seguiram os procedimentos propostos por Souza e Junqueira’® e

Bazilio et al.?®

Efeito de matriz

O efeito de matriz foi determinado, comparando os coeficientes angulares obtidos, a partir das
curvas analiticas 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 € uma matriz complexa que
contém diversos compostos, o que pode interferir no sinal do analito. Estudo’® realizado para dioxinas e
furanos em solo encontrou diferencas significativas, na resposta cromatografica dos dois analitos, quando
preparados em solvente e, no extrato da matriz do solo obtido, apdés ESL-PBT, o quecorrobora a afirmagéo

anterior.

Estudo da estabilidade do florpirauxifen-benzil no solo

A concentragéo inicial de florpirauxifen-benzil na amostra de solo foi de 195,0 ug kg™', que é a maior

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

experimentos para o estudo de estabilidade doflorpirauxifen-benzil no solo sdo mostrados na Figura 13.
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Figura 13. Concentragdo 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 condicdes de
exposicdo a luz solar, foi de aproximadamente 17,5 dias. Nesse periodo, a concentragdo média do
composto diminuiu de 195,0 para 97,5 ug kg™'. Estudo anterior?® mostrou tempo de meia-vida de 8-10
dias, no entanto, para solo inundado e tempo de meia-vida em agua de 3,3 dias, indicando que a meia-

vida mais curta para solo inundado é em fungéo da presenca de agua no solo.

Conclusoes

A ESL-PBT seguida pela analise por HPLC-DAD foi otimizada e validada para a determinacgao de
florpirauxifen-benzil em amostras de solo. Essa metodologia mostrou ser facil de executar, rapida,
sensivel e eficaz com taxas de recuperagao aceitaveis e baixo efeito de matriz. O limite de quantificagao
alcancado foi inferior ao maximo aceitavel pela legislagéo brasileira para outros agrotéxicos 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 destecomposto no
solo mostrou que aproximadamente 17,5 dias € a meia-vida do florpirauxifen-benzil no solo para um

ambiente de exposigao solar.
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4.2 Artigo 2 — Método de extragao para determinar o herbicida florpirauxifen-benzil em arroz

Este artigo foi elaborado conforme as normas do periddico “Food Analytical Methods”.
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Figura representando a metodologia de ESL-PBT acoplada ao HPLC-DAD usada no presente estudo.
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Resumo

Florpiraxifen-benzil € um principio ativo utilizado como herbicida no controle de ervas daninhas na cultura
do arroz. Existem poucos estudos relacionados a metodologias de extragdo e determinagédo deste
composto. Assim, este trabalho teve como objetivo otimizar e validar a extragdo sélido-liquido com
purificagdo em baixa temperatura (ESL-PBT), utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a um detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD), para a determinacgéo de florpiraxifen-benzil em amostras
de arroz. Os resultados mostraram que as condi¢des cromatograficas 6timas foram obtidas utilizando
coluna kinetex, temperatura de 25 °C, composicdo de fase mével metanol:agua (78:22 v/v), taxa de fluxo
de 0,3 mL min-' e 260 nm como o comprimento de onda. Condigbes 6timas de extragcdo foram obtidas,
utilizando acetonitrila:agua (2:1) como fase de extragéo, seguida de clean-up dos extratos com alumina.
As porcentagens de recuperagao alcangadas foram proximas de 100%, com um desvio-padrao 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 quantificagédo de 5,0 ug kg-'.

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

Recentemente, o principio ativo florpirauxifen-benzil foi inserido no mercado mundial para combater
plantas daninhas que atuam em culturas de arroz, cana-de-agucar, milho e soja (USA2017a; APVMA2018;
MDAR and MassDEP 2019; ANVISA 2022). Esse composto € uma auxina sintética, do grupo quimico do
arilpicolinato e pode ser aplicado, na parte aérea das plantas daninhas, sendo capaz de se mover pelo
floema e se acumular em regides que interrompem os processos de crescimento em plantas suscetiveis
(USA 2017a; APVMA 2018; MDAR and MassDEP 2019).

Essas caracteristicas fizeram com que esse herbicida fosse autorizado no Brasil, no ano de 2019,
para uso e comercializacdo (ANVISA 2022). Entretanto a legislacédo brasileira o classificou como um
produto perigoso ao meio ambiente, em nivel lll, mas ainda ndo concluiu a classificagdo em termos de
toxicidade a humanos (ANVISA 2022). O limite maximo de residuo (LMR) determinado, para esse herbicida
pela legislacéo brasileira (ANVISA 2022), foi de 10 pg kg

Apesar desse cenario, ainda sido raros os estudos sobre métodos de extragdo, para o
monitoramento desse principio ativo, em matrizes ambientais e alimentares, provavelmente, pela sua
recente insergdo no mercado mundial de agrotoxicos (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, ha uma demanda, para o desenvolvimento de novos métodos de
extracdo, que sejam de facil execugéo, com uso reduzido de amostras e reagentes e que sejam sensiveis
e eficientes. Por essa razao, a extragao sélido-liquido com purificagdo em baixa temperatura (ESL-PBT)
tem sido aplicada com sucesso para varios herbicidas, inclusive para o monitoramento de flopirauxifen-
benzil no solo e na 4gua (Vieira et al. 2022; Lopes et al. 2023). Essa metodologia tem se destacado pela
remogao de interferentes que ficam aprisionados na purificagdo, em baixa temperatura, funcionando como
um clean-up prévio dos extratos, agilizando o processo, reduzindo o uso de solventes organicos 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 extragédo para
esse herbicida, este estudo teve como objetivo otimizar e validar a metodologia de extracao sélido-liquido
com purificagdo em baixa temperatura (ESL-PBT), para determinar o herbicida florpirauxifen-benzil, em
amostras de arroz, usando a cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia acoplada a detecc¢ao 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 moidas e armazenadas em frascos de vidro tampados e mantidos

a temperatura ambiente.
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Reagentes e solugées

Metanol grau HPLC foi obtido de F. Maia (Belo Horizonte, Brasil). Solventes P. A. acetonitrila foi
obtido da Exodo Cientifica (Sumaré, Brasil) e acetato de etila adquirido da Dinamica (Indaiatuba, Brasil).
Todos os solventes foram filtrados em membranas de politetrafluoretileno (PTFE) com poros de 0,2 ym
adquiridas da Filtrilo (Colombo, Brasil). Acido férmico foi adquirido da Sigma Aldrich (St. Louis, USA) e o
acido cloridrico foi comprado da Anidrol (Diadema, Brasil). O padrao de florpirauxifen-benzil foi adquirido
de LGC Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany).

A solugdo-padrao-estoque foi preparada em acetonitrila na concentragdo de 20 mg L-'. A solugdo de
trabalho foi preparada na concentragdo de 5 mg L' por diluigdo da solugdo estoque em acetonitrila. Todas
as solucdes 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); silica gel 60 (230-400 mesh) da
Macherey-Nagel (Duren, Germany); Amina Primaria e Secundaria (PSA) e silica gel funcionalizada com
Octadecila (C18) da Sigma Aldrich (St. Louis, USA); alumina da Agilent Technologies (St. Clair, USA) e

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

Equipamentos

Os equipamentos utilizados neste estudo incluem um vértex da Scilogex (Rocky Hill, USA), uma
bomba a vacuo da Prismatec (ltu, Brasil), uma centrifuga da Kindly (S&o Paulo, Brasil), uma balanca
analitica da Shimadzu (Barueri, Brasil) e um espectrofotdmetro Cary 50 da Agilent Technologies (St. Clair,
USA).

Andlises cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia,
acoplado a um detector por arranjo de diodos (HPLC-DAD), modelo 1290, da Agilent Technologies (St.
Clair, USA). O volume de injec&o utilizado foi de 10 yL e as colunas cromatograficas avaliadas foram a
Poroshell (St. Clair, USA) e a Kinetex (Torrance, USA).

As condi¢cbes cromatograficas avaliadas sdo apresentadas na Tabela1.

Tabela 1 Condigbes cromatograficas avaliadas

Parametros

Comprimento de onda (A)/nm 243

260

Kinetex (C18)

(100A, 150 mm x 4,60 mm, 5 ym, Phenomenex)
Poroshell 120 EC-C18

(50 mm x 4,60 mm, 2,7 ym, Agilent)

Coluna cromatografica
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L Acetonitrila:agua?®
Composicdo da fase i
] Metanol:agua®
moével no modo
(Acetonitrila:agua) acidificados com acido formico 0,1% (v/v)?2

isocratico
(Metanol:agua) acidificados com acido férmico 0,1% (v/v)?
0,2

Taxa de fluxo / 0,3

(mL min-1) 0,5
0,8

Temperatura da coluna/ 25

°C 30

a100:0; 90:10; 85:15; 80:20; 78:22; e 75:25 (%V/v); em negrito, as condi¢cdes cromatograficas ideais.

Otimizacao da extragdo ESL-PBT

Esse método de extragédo é baseado na adicao de 4,0 g de amostra de arroz a um frasco de vidro
de 22 mL e, em seguida, sédo adicionados 72 pL de solugéo de trabalho, contendo florpirauxifen-benzil, na
concentragdo de 5 mg L™'. A mistura foi mantida em repouso por 1h para permitir a completa integragédo do
analito com a matriz. Foram adicionados 4 mL de agua e o sistema foi homogeneizado em voértex por 30
s, em seguida, 8 mL fase extratora foram adicionados e o sistema foi novamente levado ao vortex por mais
30 s. Entao, o sistema foi mantido a — 20 °C 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 vortex por 60 s e centrifugado por 5 min a 4000 rpm.
Apo6s essa etapa, 3 mL do extrato foram completamente evaporados, ressuspendidos em 400 uL de
metanol e armazenados a — 20 °C até a analise por HPLC-DAD.

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

Tabela 2 Composigéo das fases extratoras avaliadas

Experimento Fases extratoras Proporgao/ mL
A ACN?: H.0 8:4

B ACN+AF® : H20 8:4

C ACN+HCI¢ : H20 8:4

D ACN+ACEY: H20 (6,5+1,5):4

aAcetonitrila; 0,1% (v/v) solugéo de acido férmico; €0,1% (v/v) solugéo de acido cloridrico; Yacetato de etila;

em negrito, a condi¢do 6tima de extragao.

Clean-up dos extratos

Neste estudo, uma etapa adicional de clean-up foi inserida, em razdo da presenca de varios

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: silica gel, silica
gel funcionalizada com octadecila (C18), florisil, carvao ativado (Act. Charc), alumina e amina primaria e
secundéria (PSA).

Metodologia de validagao

A validacao foi realizada, por meio da avaliagdo dos resultados da seletividade, limite de deteccao
(LD), limite de quantificagéo (LQ), preciséo, exatidao, faixa de linearidade e efeito de matriz, conforme
protocolo SANTE (2021). Os testes estatisticos foram realizados considerando o nivel de significancia de
0,05.

Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela comparagdo dos cromatogramas do extrato da matriz
arroz fortificado com florpirauxifen-benzil, na concentragao de 90,0 ug kg-' com o cromatograma do extrato
da matriz arroz livre de florpirauxifen-benzil (extrato branco), em seis replicatas independentes (SANTE
2021). A auséncia de picos no cromatograma do extrato branco, no mesmo tempo de retengdo do

florpirauxifen-benzil, indica que o método foi seletivo.

Limites de detecgao (LD) e quantificagao (LQ)

Os valores de LD e LQ foram determinados, por meio de experimentos de fortificacdo da matriz
arroz com a menor quantidade de florpirauxifen-benzil que possa ser detectada e quantificada,
respectivamente, usando as condigbes otimizadas na ESL-PBT. Os LD e LQ foram as concentragbes de
florpirauxifen-benzil que geraram picos cromatograficos com area trés e dez vezes maior, respectivamente,
que a area cromatografica do ruido da linha de base, no mesmo tempo de retenc¢ao do florpirauxifen-benzil,
do cromatograma do extrato da matriz arroz isenta desse herbicida (extrato branco) (SANTE 2021). O LQ
foi confirmado como a menor concentragao de fortificagdo avaliada por seis repeticées independentes que
atendam o critério estabelecido, ou seja, com desvio-padrio relativo inferior a 20% e taxas de recuperacao
entre 70 e 120% (SANTE 2021).

Precisao e exatidao

A preciséo e exatidao foram avaliadas, por meio de experimentos de fortificagdo e recuperagéo do
florpirauxifen-benzil na matriz arroz. A preciséo foi determinada sob condi¢des de repetibilidade, usando a
concentragdo de 90 pg kg, com sete repeticdes independentes, em que os desvios-padrao relativos
(DPR) inferiores a 20% foram considerados aceitaveis. A exatidéo foi avaliada, usando as concentragdes:
5,0; 90,0 e 150,0 ug kg' com trés replicatas independentes para cada nivel e as taxas de recuperagéo
com valores entre 70 e 120% foram consideradas aceitaveis (SANTE 2021). Esses parametros de

validacéo foram determinados, no mesmo dia, conforme recomendagéo do protocolo SANTE.
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Faixa de linearidade

A faixa de linearidade foi avaliada, por meio de curvas analiticas de calibragdo do extrato da matriz
arroz fortificado com florpirauxifen-benzil, em seis niveis de concentracao: 5,0; 30,0; 60,0; 90,0; 120,0 e
150,0 ug kg, com trés repeticdes independentes para cada nivel. Os parametros da regressao linear
foram estimados pelo método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO), com exclusdo maxima de
22,2% dos dados (teste de Jacknife). Os residuos da regresséo linear foram avaliados pelos parametros
de normalidade pelo teste de Ryan-Joiner, homoscedasticidade pelo teste de Brown-Forsythe e
independéncia pelo teste de Durbin-Watson. A analise de variancia (ANOVA) foi aplicada aos dados da
curva analitica para verificar a significancia dos pardmetros da regressao e do desvio de linearidade (Souza
e Junqueira 2005; Bazilio et al. 2012).

Efeito de matriz

O efeito de matriz foi avaliado, utilizando duas curvas analiticas de calibragdo, sendo uma em
solvente (metanol) e a outra em extrato da matriz arroz, ambas contendo o florpirauxifen-benzil, nas
concentragdes de 5,0; 30,0; 60,0; 90,0; 120,0 e 150,0 ug kg' e, em triplicatas independentes para cada
concentragdo. As duas curvas analiticas foram avaliadas, de acordo com o procedimento de linearidade e

o efeito de matriz foi determinado pela Equacao 1.

Efeito de matriz (%) = 100 * (11““‘7triZ -1 (1)

solvente

Em que: Imatiz = é 0 coeficiente angular da curva analitica no extrato da matriz arroz fortificada com o
herbicida; lsovente = € 0 coeficiente angular da curva analitica 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 discussao
Otimizacao das condi¢gdes cromatograficas

Florpirauxifen-benzil é o herbicida indicado para o cultivo de arroz irrigado. No entanto o uso desse
pesticida na agricultura pode promover a contaminagao dos recursos hidricos, do solo e do arroz (USA
2017a; APVMA 2018; MDAR and MassDEP 2019). Portanto o monitoramento desse composto deve
ocorrer nessas trés matrizes, conforme realizado por um grupo de pesquisadores chineses, que utilizou o
método QUEChERS, seguido de analise UPLC-QTOF-MS/MS (Zhou et al. 2022). Da mesma forma, nosso

grupo de pesquisa também desenvolveu metodologias de extragdo, para a determinagao desse composto
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na agua (Vieira et al. 2022) e no solo (Lopes et al. 2023) e, neste estudo, a matriz arroz foi alvo de nossa
pesquisa. Nesses trés estudos foram avaliadas as condigbes cromatograficas e as condi¢des 6timas, em
cada estudo, podem ser observadas na Tabela 3.

Entao, inicialmente, essas condigbes cromatograficas foram aplicadas, para a determinagao desse

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

Tabela 3 Estudo comparativo das condicbes cromatograficas para a determinagéo de florpirauxifen-benzil

Vieira et al. Lopes et al.
Zhou et al. 2022 Este estudo
Parametros 2022 2023
Agua Solo Agua  Solo Arroz  Arroz
Técnica HPLC-DAD? HPLC-DAD UPLC-QTOF-MS/MSP HPLC-DAD
Coluna Waters Cortecstm UPLC  Kinetex
Poroshell C18  Poroshell C18
cromatografica Cc18 C18
Temperatura da
30 30 40 25
coluna (°C)
Eluicédo Isocratica Isocratica Isocratica Isocratica
) (ACN:agua)
Composicao da fase  ACN¢:agua ACN:agua com 0,1% AF  Metanol:agua
com 0,1% AF¢
movel (% viv) (100:0) (60:40) (78:22)
(85:15)
Fluxo (mL min-') 0,4 0,3 0,3 0,3
Volume de injegcao
20 10 4 10
(ML)
Comprimento de
243 243 - 260
onda (nm)
Tempo de retengao
1,5 2,63 5,60 13,02

(min)

aHPLC-DAD: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo por arranjo de diodos; "UPLC-QTOF-
MS/MS: cromatografia liquida de ultra performace acoplada a um espectrémetro de massa com analisador

do tipo quadrupolo-tempo-de-vdo; SACN: acetonitrila; 9AF: acido formico.

E possivel observar que os cromatogramas obtidos apresentam muitos picos interferentes

provenientes da matriz arroz, dificultando a determinagéo do pico do florpirauxifen-benzil.
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Fig. 1 Cromatograma do extrato da matriz fortificada com florpirauxifen-benzil para a concentragdo de 90
ug kg (—), cromatograma do extrato da matriz livre de florpirauxifen-benzil (extrato em branco) (- -) e
cromatograma do padrao de florpirauxifen-benzil em solvente acetonitrila para a concentragdo de 500 ug
kg' (—). Condigbes cromatograficas: coluna Poroshell, volume de injecdo = 20 pL, fase movel
acetonitrila:agua (100:0), T = 30 °C, taxa de fluxo = 0,4 mL min-', A = 243 nm (a); coluna Poroshell, volume
de injegdo = 10 pL, fase movel acetonitrila acidificada com 0,1% (v/v) de acido féormico:agua (85:15), T =
30 °C, taxa de fluxo = 0,3 mL min-', A = 243 nm (b).

Portanto foi necessaria uma nova otimizagdo das condigbes cromatograficas, visando a
determinacgao de florpirauxifen-benzil em extrato de arroz. Os parametros avaliados podem ser vistos na

Tabela 1, e os cromatogramas obtidos podem ser vistos na Figura 2.
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Fig. 2 Cromatograma do extrato da matriz fortificada com florpirauxifen-benzil para a concentragéo de 90
Mg kg (—) e cromatograma do extrato da matriz livre de florpirauxifen-benzil (extrato branco) (- -).
Condigbes cromatograficas: coluna Kinetex, volume de inje¢do = 10 L, taxa de fluxo = 0,3 mL min!, T =

25°C, A = 260 nm e fase mével metanol:agua (78:22).
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O cromatograma obtido mostrou o pico do florpirauxifen-benzil, em um tempo de retengdo maior
(13,02 min) em que trabalhos anteriores (1,50 a 5,60 min), porém livre de interferentes da matriz arroz.
Dessa forma, essa condigdo cromatografica foi utilizada neste estudo. E importante destacar que o pico
livre de interferéncia so foi possivel, utilizando 260 nm como comprimento de onda, apesar de 243 nm ser

o comprimento de onda de absor¢do maxima (Figura 3).
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Fig. 3 Espectro de absorgdo na regido ultravioleta da solugdo padrdo de florpirauxifen-benzil em

acetonitrila para a concentragdo de 1.0 mg L.

O préximo passo deste estudo foi determinar as condi¢des 6timas de extragdo usando o método de
ESL-PBT.

Otimizagao das condi¢oes de extragao do método ESL-PBT

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

de recuperacgéo e os desvios-padréo relativos (DPR) obtidos, em cada fase extratora, sdo apresentados

na Figura 4.
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Fig. 4 Porcentagens de extragdo de florpirauxifen-benzil em quatro diferentes composicdes de fases
extratoras. Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente uma das outras pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia. (A) acetonitrila:agua (8:4 v/v), (B) acetonitrila acidificada com 0,1%
(v/v) de acido férmico:agua (8:4 v/v), (C) acetonitrila acidificada com 0,1% (v/v) de acido cloridrico:agua

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

Os resultados revelaram que apenas a fase extratora constituida por acetonitrila acidificada com
acido cloridrico e agua diferiu estatisticamente das outras trés fases extratoras, pelo teste Turkey. Por isso,
os cromatogramas das outras trés fases extratoras foram comparados visando selecionar o cromatograma
com maior area cromatografica para o pico do florpirauxifen-benzil e menor nimero de interferentes da
matriz. Os cromatogramas obtidos na avaliagdo sdo mostrados na Figura 5.

Os resultados mostraram que o cromatograma obtido, empregando a fase extratora constituida por
acetonitrila:agua (Figura 5 (a)), apresentou maior area cromatografica para o pico do florpirauxifen-benzil,
por isso, essa fase extratora foi definida para a proxima etapa deste estudo. Essa composi¢ao de fase
extratora foi recentemente empregada, para extrair florpirauxifen-benzil nas matrizes de dgua, solo e arroz
(Vieira et al. 2022; Zhou et al. 2022) e tem sido empregada com sucesso na extracdo 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 concentracéo de 90
Mg kg (—) e cromatograma do extrato da matriz livre de florpirauxifen-benzil (extrato em branco) (- -).
Condic¢des cromatograficas: coluna Kinetex, volume de injecdo = 10 pL, T = 25 °C, taxa de fluxo = 0,3 mL
min', A = 260 nm e fase mdvel metanol:agua (78:22). (a) acetonitrila:agua (8:4 v/v), (b) acetonitrila
acidificada com 0,1% de acido férmico:agua (8:4 v/v), (c) acetonitrila acidificada com 0,1% de acido

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

Uma das principais caracteristicas da ESL-PBT € a limpeza prévia dos extratos durante o processo
de congelamento. Entretanto, para a matriz arroz, foi necessaria 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 recuperagédo e os cromatogramas

obtidos em cada condigéo de clean-up sao mostrados nas Figuras 6 e 7, respectivamente.
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Fig. 6 Porcentagens de extragao de florpirauxifen-benzil da matriz arroz, empregando o método ESL-PBT
nas condigbes otimizadas: fase extratora acetonitrila:agua (8:4 v/v) para seis diferentes condigbes de
clean-up (silica gel funcionalizada com octadecila (C18), florisil, carvao ativado (Act. Charc), alumina,
amina primaria e secundaria (PSA) e silica gel) todos na concentragéo de 50 mg de adsorvente por mL de

extrato da matriz arroz.

Os resultados indicaram que o carvao ativado adsorveu completamente o florpirauxifen-benzil (ver
Figura 7 (c)), resultando em um cromatograma sem o sinal desse composto, ou seja, ndo € interessante
para este estudo. Os cromatogramas obtidos para os extratos, apds clean-up com C18, alumina e PSA
,apresentaram perfis semelhantes, na regido 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 area cromatografica absoluta para o pico do florpirauxifen-benzil, taxa de recuperacéo e desvio-

padrao 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 concentragéo de 90
ug kg (—) e cromatograma do extrato da matriz livre de florpirauxifen-benzil (extrato em branco) (- -).
Condigdes cromatograficas: coluna Kinetex, volume de injegdo = 10 pL, T = 25 °C, taxa de fluxo = 0,3 mL

min-', A = 260 nm e fase movel metanol:agua (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) carvéo ativado (Act. Charc), (d) alumina, (e)
PSA e (f) silica 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 recuperacéo e desvio-padrao relativos obtidos podem ser vistos na Figura 8.
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Fig. 8 Porcentagem de extragéo de florpirauxifen-benzil da matriz arroz, empregando o método ESL-PBT
nas condi¢gdes otimizadas: fase extratora acetonitrila:agua (8:4 v/v) e clean-up usando o adsorvente

alumina nas concentragbes de 50 e 100 mg de adsorvente por mL de extrato da matriz arroz.

Os resultados indicaram que as taxas de recuperagao nao diferiram estatisticamente pelo teste
Tukey ao nivel de significancia 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 trés métodos de extragdo desenvolvidos em estudos
anteriores e 0 método otimizado neste estudo, conforme pode ser observado na Tabela 4.

E possivel observar que os quatro métodos de extracéo utilizaram acetonitrila como fase de extragdo
e apresentaram taxas de recuperagéo préximas a 100% e desvios-padrao relativos inferiores a 20%. Da
mesma forma, todos os métodos de extragdo apresentaram valores de LD e LQ inferiores ao LMR (10 ug
kg ' em arroz).

A etapa de limpeza foi observada, para as trés 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 extragdo desenvolvidos em estudos anteriores e o método

otimizado neste estudo

Vieira et al. 2022  Lopes et al. 2023 Zhou et al. 2022 Este estudo
Parametros , _

Agua Solo Agua Solo Arroz Arroz
Método de extragdo ELL-PBT® ESL-PBT® QUEChERS® ESL-PBT

B ACN¢ ACN 0,1% AFe:  ACN:agua ACN:agua

Fase de extragao (mL) ]

(8:4) agua (8:4) (20:5) (8:4)
Volume de solvente (mL) 8 8 20 8
Massa ou volume de

4 5 4

amostra (g ou mL)
5mg 15mg 20mg 50 mg

Etapa de clean-u, - -
P P GCBf GCB GCB Alumina

Taxa de

103,3-105,6 108,3-109,1 95,35-112,63 100,4-118,3
recuperagao (%)
DPR9 (%) 0,2-5,1 1,86-9,30 0,54-8,31 5,66-16,73
LDM (ug L) 2 5 0,42 0,48 0,81 3
LQ' (ug L) 4 20 0,94 1,31 1,58 5

aELL-PBT: extracdo liquido-liquido com purificagdo em baixa temperatura; PESL-PBT: extracdo solido-
liqguido com purificagdo em baixa temperatura; “QUEChERS: Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe; JACN: acetonitrila; ¢AF: acido formico; ‘\GCB: carbono grafitizado; $DPR: desvio padrao relativo; "LD:

limite de deteccgao; 'LQ: limite de quantificagdo.

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 relagao ao método QUEChERS, indicando um fator
positivo para esses dois métodos.

Apés essa etapa, foi realizada a validagao analitica da metodologia de extragédo, conforme protocolo
SANTE (SANTE 2021).

Método de validagao

A metodologia otimizada foi validada, utilizando as seis figuras de mérito: seletividade, limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), faixa de linearidade, precisdo, exatidao e efeito de matriz (SANTE
2021).
Seletividade

A seletividade da metodologia otimizada foi confirmada pela analise 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.
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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 concentragcdo de 90 ug kg'. Condigdes
cromatograficas: coluna Kinetex, volume de inje¢do = 10 uL, fase mével metanol:agua (78:22), T = 25 °C,
taxa de fluxo = 0,3 mL min-', A = 260 nm.

O método foi considerado seletivo, porque ndo foram observados picos de interferentes, no tempo

de retencgdo do florpirauxifen-benzil.
Limites de detecgao (LD) e quantificagao (LQ)

Os valores de LD e LQ alcangados pela metodologia otimizada podem ser observados na Tabela 5.
Esses valores estédo abaixo do limite maximo de residuo (LMR) de florpirauxifen-benzil em arroz definido
pelas legislaces brasileiras (ANVISA 2022) e Americana (USA 2017b) que foram de 10 e 300 ug kg,
respectivamente. De forma similar, os valores atingidos neste estudo também foram inferiores ao LMR

definidos pelas legislacbes Europeia (Arena et al. 2018) e Australiana (APVMA 2018) que definiram 20 ug
kg.

Tabela 5 Resultados do estudo de validacao analitica

Faixa de Recuperagao + DPRY (%) LDe LQf
linearidade Equacgéo da reta Rz

5,0 ygkg'2 90,0 ugkg'® 150,0 ug kg2
Hg kg’ Hg kg’

5,0-150,0 y =51770x-205839 0,9933 100,4+16,73 118,3+5,66 114,3x10,75 3,0 5,0

aMédia de 3 replicatas; Pmédia de 7 replicatas; ccoeficiente de determinagao; Ydesvio padrao relativo; climite
de deteccao; flimite de quantificacao.

Precisao e exatidao

A precisdo e exatiddo foram simultaneamente confirmadas por experimentos de fortificagdo e

recuperacado 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 recuperacao ficaram entre 70 e 120%. Esses valores demonstraram que a
precisao e exatiddao do método otimizado esta de acordo com as diretrizes do protocolo de validagao
analitica SANTE (SANTE 2021).

Faixa de linearidade

A faixa de linearidade do método otimizado foi determinada, usando seis concentragdes
equidistantes com trés replicatas independentes para cada nivel. A faixa de linearidade inclui o valor da
concentragdo do LQ e a concentragdo de fortificagdo da amostra que foi de 90.0 ug kg-!, como pode ser

observado na Figura 10(a).
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Fig. 10 Gréficos obtidos no estudo de linearidade da metodologia otimizada para florpirauxifen-benzil. (a)
Curvas analiticas de calibracdo deste composto em solvente e extrato da matriz. (b) Residuos de
regresséo linear com excluséo dos valores extremos. (¢) Probabilidade normal dos residuos de regresséo.
(d) Gréfico de autocorrelagdo dos residuos de regresséo pelo teste de Durbin-Watson. R2: coeficiente de

determinacgao; R: coeficiente de correlagado do teste de Ryan-Joiner; ei: residuo.

O método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO) foi utilizado, para estimar os parametros da

regressao linear, obtendo assim os valores de inclinagéo, intersecéo e coeficiente de determinagao (R?),
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conforme pode ser observado na Tabela 5. O valor de R? foi maior que 0,99, indicando a variabilidade dos
dados coletados explicados pelo modelo de regressao.

O teste de Jacknife foi aplicado, para os residuos de regresséo e os outliers encontrados foram
excluidos, como pode ser observado na Figura 10(b). Em seguida, foram avaliadas a normalidade,
homoscedasticidade e independéncia dos residuos de regressao.

O teste de Ryan-Joiner foi utilizado para avaliar a normalidade dos residuos de regressao (Figura
10(c)). O coeficiente de correlagao (R) encontrado foi maior que o coeficiente de correlagéo critico (Rerit.)
obtido por interpolagéo polinomial (R = 0,9826 > Rciit. 0,9351). Conclui-se assim, que os residuos seguiram
a distribuicdo normal ao nivel de significancia de 0,05.

O teste de Brown-Forsythe que determina a existéncia de diferencas entre as variéncias residuais,
por meio de uma adaptacdo do teste de Levene, foi utilizado para avaliar a homoscedasticidade dos
residuos de regressao. O valor estatistico para o T de Levene (TL) encontrado foi menor que o valor critico
ao nivel de significancia de 0,05 (TL = 1,54 < Teit. (0,975 = 2,18), confirmando a homoscedasticidade.

O teste de Durbin-Watson foi utilizado, para avaliar a independéncia dos residuos da regressao; o
valor estatistico (d) calculado para o teste foi maior que o valor calculado para o limite critico superior (du)
(d =2,71 > du = 1,35) e nao foi observada autocorrelagéo ao nivel de significancia de 0,05. Observou-se
uma distribuicdo aleatéria dos residuos, nos quatro quadrantes, demonstrando sua independéncia,
conforme pode ser observado na Figura 10(d).

A avaliagdo da linearidade seguiu os procedimentos propostos por Souza e Junqueira (2005) e
Bazilio et al. (2012). Os dados foram ajustados ao modelo linear, para a faixa avaliada de 5,0 a 150,0 ug
kg (Tabela 5), em que foram observados regresséao significativa e desvio de linearidade n&o significativo

ao nivel de significancia de 0,05. Conclui-se que o MMQO foi adequado para os dados estudados.

Efeito de matriz

O efeito de matriz calculado, na determinagao 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 analise e deteccdo (HPLC-DAD), para a determinagao
do florpirauxifen-benzil em solo, pois foi verificado baixo efeito de matriz (-3,34%) (Lopes et al. 2023) e
nenhum efeito de matriz nas analises desse herbicida para a matriz 4gua (Vieira et al. 2022).

Vale ressaltar que o arroz é considerado uma matriz complexa por sua composi¢gao quimica rica em
carboidratos, lipideos e pigmentos que podem ser coextraidos juntamente com o analito alvo e, assim,
interferirem no sinal cromatografico (Pinho et al. 2009). Isso pode ser comprovado, por meio de varios
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 analise
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 clorpirifés (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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Conclusao

A metodologia de ESL-PBT foi otimizada e validada, para a determinagéo de florpirauxifen-benzil
em amostras de arroz, usando o HPLC-DAD. Essa metodologia se apresentou de facil execugao, rapida,
sensivel e eficaz, para a determinacdo de florpirauxifen-benzil em amostras de arroz, pois o limite de
quantificagdo encontrado foi inferior ao LMR definido pelas legisla¢des 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.

Agradecimentos Os autores s&o gratos a Coordenacgao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), ao Laboratério de Quimica Instrumental (LQI-UFMG) e a Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) pela infraestrutura disponibilizada.

Contribuicao dos Autores J. C. S. Lopes: preparo das amostras, realizacdo das analises no HPLC-DAD,
investigacao, validagao, redacao e edicdo do manuscrito original. L. C. Sicupira: apoio técnico a pesquisa,
preparo de figuras, reviséo, edigdo e supervisao da versao final. G. P. de Pinho: forneceu reviséao critica e
sugestbes, para melhorar a pesquisa, supervisionou e ajudou na revisdo do manuscrito. F. O. Silvério:
realizou a revisdo, edi¢cdo, supervisdo, administracdo do projeto, captagdo de recursos e coordenou a

pesquisa. Todos os autores leram e concordaram com a versao publicada do manuscrito.

Financiamento Este estudo foi financiado em parte pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNPq) (306551/2022-5) e pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Minas Gerais (FAPEMIG) (APQ-02736-21 and APQ-00472-22). Os autores agradecem ao Instituto Federal

do Norte de Minas Gerais (IFNMG) pelo suporte financeiro na forma de bolsas de pesquisa.

Disponibilidade dos Dados Todos os dados que apoiam os resultados deste estudo estéo disponiveis no

artigo e em seus arquivos de informac&o suplementares.

Declaragoes

Aprovagiao Etica Esse artigo ndo contém estudos com participantes humanos ou animais.

Interesses Conflitantes Os autores declaram n&o haver interesses conflitantes.

Consentimento Livre e Esclarecido O consentimento informado foi obtido de todos os participantes

incluidos no estudo.



76

Referéncias

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2022) Florpirauxifen-benzil.
https://www.gov.br/anvisa/pt-br/setorregulado/regularizacao/agrotoxicos/monografias/monografias-

autorizadas/f/4376json-file-1/view. Accesso em 5 Maio 2023.

APVMA Australian Pesticides and Veterinary Medicines Authority (2018) On the evaluation of the new active
florpyrauxifen-benzyl (Rinskor™) in the product GF-3301 herbicide. https://apvma.gov.au/node/29096.
Accesso em 3 Abril 2023.

Arena M, Auteri D, Barmaz S et al (2018) Peer review of the pesticide risk assessment of the active
substance florpyrauxifen (variant assessed florpyrauxifen-benzyl). EFSA J 16:5378-5399.
https://doi.org/10.2903/j.efsa.2018.5378.

Bazilio FS, Bomfim MVJ, Almeida RJ, Abrantes SMP (2012) Uso de planilha eletrénica na verificagdo da

adequacgao de curva analitica ao modelo linear. Revista Analytica 59:60-67.

Economou A, Botitsi H, Antoniou S, Tsipi D (2009) Determination of multi-class pesticides in wines by solid-
phase extraction and liquid chromatography-tandem mass spectrometry. J Chromatogr A 1216:5856-5867.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2009.06.031.

EMBRAPA Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (2021) Cultivo do arroz-Estatistica de produgéo.
https://www.embrapa.br/agencia-de-informacao-tecnologica/cultivos/arroz/pre-
producao/socioeconomia/estatistica-de-
producao#:~:text=Em%20primeiro%20lugar%20est%C3%A1%20a,(19%20milh%C3%B5es%20de%20to

neladas). Accesso em 30 Maio 2023.

Li W, Zhang Y, Jia H, Zhou W, Li B, Huang H (2019) Residue analysis of tetraniliprole in rice and related
environmental samples by HPLC/MS. Microchem J 150:104168.
https://doi.org/10.1016/j.microc.2019.104168.

Lopes JCS, Sicupira LC, Silvério FO (2023) Extraction method for determining florpyrauxifen-benzyl
herbicide in soil. J Braz Chem Soc 34:302-308. https://doi.org/10.21577/0103-5053.20220108.

Mardani Z, Shakoori A, Peiravian F, Nouri L, Salamzadeh J (2021) Development of a liquid
chromatography-mass spectrometry technique for evaluation of multi-class pesticides in rice samples. Iran
J Pharm Res 20:165-174. https://doi.org/10.22037/ijpr.2020.113071.14095.

MDAR Massachusetts Department of Agriculture and MassDEP Massachusetts Department of
Environmental Protection (2019) Review of florpyrauxifen-benzyl for application to massachusetts lakes
and ponds. https://www.mass.gov/doc/florpyrauxifen-
benzyl/download?_ga=2.139085427.1949808461.1686704084-1027380426.1686704084. Accesso em 30
Abril 2023.



77

Mesquita TCR, Santos RR, Cacique AP, De Sa LJ, Silvério FO, Pinho GP (2018) Easy and fast extraction
methods to determine organochlorine pesticides in sewage sludge, soil, and water samples based at low
temperature. J Environ Sci Health B 53:199-206. https://doi.org/10.1080/03601234.2017.1405626.

Mondal R, Kole RK, Bhattacharyya A (2017) Validation of multiresidue method for analysis of 31 pesticides
in rice using gas chromatography-tandem mass spectrometry. J AOAC Int 100:1094-1101.
https://doi.org/10.5740/jaoacint.16-0377.

Pereira NGF, Silvério FO, Pinho GP (2020) Optimisation, validation and application of the solid-liquid
extraction with low-temperature purification followed by gas chromatography-mass spectrometry for
determination of phthalates in sewage sludge. Int J Environ An Ch 100: 968-980.
https://doi.org/10.1080/03067319.2019.1646735.

Pinho GP, Neves AA, Queiroz MELR, Silvério FO (2009) Efeito de matriz na quantificagdo de agrotdxicos
por cromatografia gasosa. Quim Nova 32:987-995. https://doi.org/10.1590/S0100-40422009000400030.

Ramalho MB, Duraes AFS, Silvério FO, Pinho GP (2020) Determination of three cresol isomers in sewage
sludge by solid-liquid extraction with low temperature purification and gas chromatography-mass
spectrometry. J Environ Sci Health B 55:184-192. https://doi.org/10.1080/03601234.2019.1678952.

Rebelo AM, Dolzan MD, Heller M, Deschamps FC, Abate G, Micke GA, Grassi MT (2016) Simultaneous
determination of herbicides in rice by QUEChERS and LC-MS/MS using matrix-matched calibration. J Braz
Chem Soc 27:186-193. https://dx.doi.org/10.5935/0103-5053.20150269.

SANTE/11312/2021 European Commission (2021) Guidance document on analytical quality control and
method  validation procedures for pesticide residues analysis in food and feed.
https://www.accredia.it/documento/guidance-sante-11312-2021-analytical-quality-control-and-method-

validation-procedures-for-pesticide-residues-analysis-in-food-and-feed/. Accesso em 3 Abril 2023.

Sefiloglu FO, Tezel U, Balcioglu 1A (2021) Validation of an analytical workflow for the analysis of pesticide
and emerging organic contaminant residues in paddy soil and rice. J Agric Food Chem 69:3298-3306.
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.0c06111.

Sicupira LC, Tiago JPF, Pinho GP, Silvério FO (2019) Simultaneous Determination of 2,3,7,8-TCDD and
2,3,7,8-TCDF in Water Samples by LLE-LTP and HPLC-DAD. J Braz Chem Soc 30:284-1292.
http://dx.doi.org/10.21577/0103-5053.20190024.

Sicupira LC, Freitas LVP, Pinho GP, Silvério FO (2023) Simultaneous Determination of a Polychlorinated
Dibenzo-p-Dioxin and Dibenzo-p-Furan in Environmental Water by Dispersive Liquid-Liquid Microextraction
(DLLME) and a Modified QUEChERS Procedure with High-Performance Liquid Chromatography — Diode
Array Detection (HPLC-DAD). Anal Lett 56:2309-2328. https://doi.org/10.1080/00032719.2023.2166521.

Souza SVC, Junqueira RG (2005) A procedure to assess linearity by ordinary least squares method. Anal
Chim Acta 552:25-35. https://doi.org/10.1016/j.aca.2005.07.043.


https://doi.org/10.1016/j.aca.2005.07.043

78

Tomasini D, Sampaio MRF, Caldas SS, Buffon JG, Duarte FA, Primel EG (2012) Simultaneous
determination of pesticides and 5-hydroxymethylfurfural in honey by the modified QUEChERS method and
liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry. Talanta  99:380-386.
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2012.05.068.

US Food and Drug Administration (2017a) Final registration decision on the new active ingredient
florpyrauxifen-benzyl. https://www.regulations.gov/document/EPA-HQ-OPP-2016-0560-0065. Accesso em
3 Abril 2023.

US Food and Drug Administration (2017b) Florpyrauxifen-benzyl; Pesticide Tolerances.
https://www.federalregister.gov/documents/2017/10/06/2017-21614/florpyrauxifen-benzyl-pesticide-
tolerances. Accesso em 5 Junho 2023.

Vieira LHS, Sicupira LC, Cacique AP, Silvério FO (2022) Optimization and validation of LLE-LTP to
determine florpyrauxifen-benzyl herbicide in water samples by HPLC-DAD. J Environ Sci Health B Pestic
Food Contam Agric Wastes 57:697-709. https://doi.org/10.1080/03601234.2022.2099202.

Zhou R, Dong Z, Bian C, Wu T, Zhou W, Li Y, Li B (2022) Florpyrauxifen-benzyl in paddy field environment:
its residue analysis, dissipation dynamics, storage stability, dietary risk assessment and decontamination.
http://dx.doi.org/10.2139/ssrn.4008164. Accesso em 3 Abril 2023.



79

5 CONCLUSAO

A ESL-PBT, seguida pela analise por HPLC-DAD, foi otimizada e validada para a determinacéo de
florpirauxifen-benzil em amostras de solo e arroz. Essa metodologia mostrou ser facil de executar, rapida,
sensivel e eficaz. Em comparagdo com o método QUEChERS, esse método apresentou menor nimero de
etapas, diminuigdo no uso de solventes e de amostras. Até o momento, ndo ha relatos de trabalhos que
utilizaram essa metodologia de extragdo e analise para a determinagdo do composto estudado. O limite
de quantificagédo alcangado foi inferior ao maximo aceitavel pela legislacao brasileira, para a matriz arroz
e menor que os alcangados, para outros agrotdxicos no caso da matriz solo. A legislagao brasileira
ainda néo dispée de um método para monitoramento ambiental para o florpirauxifen-benzil e,

portanto, essa metodologia pode ser considerada uma alternativa promissora.



