4 10° SIIEPE ) ,
B SIEGRADA XXXIII CIC - CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA

UFPEL 2024

Avaliacdo da eficiéncia de métodos de extragdo de tembotrione, mesotrione
e metabolito em solo de varzea pela técnica de UHPLC-MS/MS

LUCAS FERRAZ BRAATZ?; BIANCA CAMARGO ARANHA 2, MARCUS VINICIUS
FIPKE?; EDINALVO RABAIOLLI CAMARGO?

lUniversidade Federal de Pelotas 1 — lucasferrazbraatz2000 @gmail.com
2Universidade Federal de Pelotas — biancacamargoaranha@ gmail.com; marfipke@gmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas 3 edinalvo_camargo@yahoo.com.br

1. INTRODUCAO

Herbicidas inibidores da biossintese de carotenoides, como tembotrione e
mesotrione, inibem a enzima hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD), sédo
graminicidas e latifolicidas, usados principalmente no controle em pés-emergéncia
das plantasdaninhasnaculturado milho,além de oferecerem atividade residual no
solo. A enzima HPPD é chave nasintese de plastoquinona, e suainibicdo causa o
branqueamento de novos tecidos formados. Esses sintomas resultam da inibicao
indireta da sintese de carotenoides devido ao fato de a plastoquinona ser um
cofator enzimético da fitoeno desaturase (SHANER; WEED SCIENCE SOCIETY
OF AMERICA; WEED SCIENCE SOCIETY OF AMERICA, 2014).

A degradacdo dos herbicidas no ambiente é influenciada por variaveis
quimicas, fisicas e biologicas do solo (LOURENCETTI; DE MARCHI; RIBEIRO,
2008). Solos com altos teores de matéria organica e de pH, apresentam uma
degradacdo mais rapida das moléculas herbicidas, devido a maior atividade
microbiana. Solos com baixos teores de argila também tém uma degrada¢cédo mais
acelerada, pois a menor sor¢cdo dos herbicidas nos coloides do solo torna as
moléculas mais suscetiveis a degradacao e a lixiviacao (SILVA et al., 2019).

Em virtude do ingresso de culturas de sequeiro em terras baixas, como € o
caso do milho, tem-se uma preocupacao quantoa acao dos herbicidastembotrione
e mesotrione no ambiente, pois sdo comumente utilizados na cultura. Visto que, os
mesmos podem apresentar fitotoxicidade nas culturas subsequentes devido ao
efeito carryover. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi selecionar um
método eficiente de extracdo para quantificacdo das moléculas dos herbicidas
tembotrione, mesotrione e seu metabdlito 4cido 2-amino-4-metilsulfonilbenzbico
(AMBA) através de cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (UHPLC-MS/MS) em solos de varzea.

2. METODOLOGIA
Reagentes e materiais

Os solventese reagentes de fase movel e extracdo foram hidroxido de amonio
35%, para LC (Acros Organics®), acido féormico 98-100%, para LC (LiChropur,
Merck®), acido acético 100%, para LC (LiChropur, Merck®), acetonitrila, para LC
(LiChrosolv, Supelco®) e agua ultrapura (Direct-Q 3 UV, Milli-Q®).

Padrdes analiticos de alta purezade tembotrione (99,1%), mesotrione (99,8%)
e AMBA (99,8%) foram adquiridos na Sigma-aldrich®. Solucéo estoque dos padrées
analiticos foram preparadas na concentracdode 100 mg L-1 em acetonitrila. A partir
da solucéo estoque elaborou-se uma solucao de trabalho em mistura, estando cada
composto naconcentracédo de 1000 pg L-lem acetonitrila.
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Instrumentacéo e condi¢cfes analiticas

O método cromatografico foi desenvolvido em sistema UHPLC-MS/MS,
modelo Q-Exactive Focus, equipado com espectrémetro de massas Quadrupolo
Orbitrap, com amostrador automético Dionex UltiMate 3000 e sistema de aquisicdo
de dados Trace Finder (Thermo Scientific, EUA).

Os parametros de espectrometria de massas dos compostos foram otimizados
pela infusdo direta individual dos padrdes analiticos na concentragédo de 200 pg L-
1 em acetonitrila, utilizando fonte de ionizagdo por eletrospray (ESI) no modo
positivo para mesotrione e AMBA e no modo negativo para tembotrione. Os
parametros ESI foram temperatura do capilar em 340°C; vazao do gas da bainha
em 40 L h-1; vazédo do gas auxiliar em 12 L h-1; voltagem do spray de 4.000 V.
Quanto aos parametros de escaneamento selecionou-se uma resolucéao 70.000 e
energia de fragmentacdo de 20; 40 e 60 eV. A separagdo cromatografica foi
realizada em coluna Syncronis C18 (dimensédo50x2,1 mm; particula 1,7 4 - Thermo
Scientific, EUA) na temperatura de 40°C e fluxode 0,300 mL mim e volume de
injecdo de 5 pL. As fases mdveis consistiram em A — 4gua ultrapura com 0,1%
acido férmico e B — acetonitrila com 0,1% &acido formico e gradiente de eluicao foi
com as seguintes proporg¢des: 0-0,5 min — 5% B; em 4,0 min — 95% B; em 5.5 min
—95% B; em 6.5 min —5% B; e, finalizando em 8 min a 5% B.

Procedimentos de extragdo

Inicialmente, 5 gramas de solo branco (sem residual de herbicidas) coletados
da area de varzea da Fazenda Experimental da Palma - UFPel, foram
contaminados na concentracdode 1, 5 e 10 ppb em relacédo ao volume de solucéo
extratora de cada método. Os solos foram submetidos aos diferentes métodos de
extracdo, sendo eles:

Método 1 — Metodologia adaptada de Alferness e Wiebe, 2002. Cada amostra
de solo (5 g) contaminadafoiadicionada de 10 mL de solu¢éo extratora de hidroxido
de am6nio 0,05 M, posteriormente foram seguidas as recomendacdes do protocolo.

Método 2 — Essa metodologia de extracdo consistiu nas mesmas etapas
propostas na metodologia anterior (método 1). Entretanto, utilizou-se 25 mL da
solucéo extratora para 5 g de solo, seguindo a propor¢céo 1:5 amostras/solventes
do método original proposto por Alferness e Wiebe, 2002.

Método 3 — Metodologia proposta por Pang, Wang e Hu, 2016. Os 5 g de solo
foram adicionados de 2 mL de agua, 10 mL de acetonitrila e 100 pL de acido
acético. Nesse método adicionou-se 1 g de cloreto de sddio e 2 g de sulfato de
magnésio anidro para realizacdo de uma extracao liquido-liquido.

Método 4 — Metodologia proposta por Du et al., 2017. As amostras de solo
foram adicionadasem 2 mL aguae 5 mL de acetonitrilaa 2% de acido folico. Cloreto
de sddio (1g) e sulfato de magnésio anidro (1g), também foram utilizados nesse
método de extracao.

Posteriormente cada extrato foi transferido para frascos de vidro através de
filtros nylon e as amostras foram injetadas em UHPLC-MS/MS.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os métodos 1 e 2, adaptados de Alferness e Wiebe 2002, consistem em uma
extracdo por solucdo aquosa altamente alcalina, apresentado pH 11,0 que é
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corrigido ao finalda extracdo. No método 1, os valores de recuperacao variaram de
43,8 a 151,7%, demonstrando ineficiéncia do método de extracdo para o tipo do
solo (tabela 2), ja que valores aceitaveis variam de 70,0 a 120,0%. O método 2
obteve valores de recuperacdo variando de 60,0 a 92,6%. Entretanto, para
tembotrione e AMBA na concentracdo de 10ppb, os valores de recuperacao nao
atingiram o minimo necessario para validacdo do método de extracdo (tabela 2).

Tabela 2 — Recuperacao (%) de tembotrione, mesotrione e AMBA e solos de
vazea extraido pelos métodos 1, 2, 3 e 4.

Recuperacéao (%)
Método Concentracdes tembotrione mesotrione AMBA

1ppb 71,1 43,8 151,7
1 5ppb 59,5 75,9 62,2
10ppb 87,6 53,4 1295
1ppb 74,1 83,5 91,2
2 5ppb 72,0 88,3 92,6
10ppb 60,0 80,2 62,4
1ppb 105,8 104,7 103,2
3 5ppb 78,8 74,5 83,6
10ppb 745 70,7 79,7
1ppb 91,4 83,1 68,9
4 5ppb 69,0 56,2 56,1
10ppb 71,9 57,1 57,9

Os métodos 3 e 4 se baseiam pelo método de extracdo com solvente organico,
que consiste em uma extracdo liquido-liquido pelo efeito salting out, promovendo a
separacdo entre fases organica e aguosa em amostras bioldgicas, facilitando a
extracdo de compostos hidrofilicos (GRECCO et al., 2018). O método 3 apresentou
os melhores resultados em termos de percentual de recuperagéo que variaram de
70,7% a 105,8%, todos dentro do intervalo considerado ideal. Observou-se que, a
medida que as concentracbes aumentaram, houve diminui¢cdo nos valores de
recuperacao o que ndo afetou a aceitabilidade do método. No método 4, os valores
de recuperacéo variaram de 56,1 a 91,4% e mesmo sendo uma técnicasemelhante
ao método 3, valores de pH da solucdo de extracdo pode ter influenciado na
eficiéncia da analise. Apos aplicacédo dos herbicidas, grande parte do produto é
direcionada ao solo. O comportamento dos herbicidas € influenciado por suas
caracteristicas fisico-quimicas, bem como pelas propriedades do solo e pelas
condi¢cdes ambientais (CURRAN, 2016). Solos de varzea, frequentemente sujeitos
a alagamentos, apresentam alteracdes em suas condicdes fisicas, quimicas e
bioldgicas, 0 que afeta a interagdo dos herbicidas tembotrione e mesotrione.

Embora a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas seja
uma técnica sensivel e robusta para a deteccdo de moléculas em baixas
concentragcfes, o método de extragdo € crucial para garantir que o composto de
interesse presente no solo seja eficientemente transferido da matriz para a solugéo
a ser analisada. Fatores como as caracteristicas do solo, do solvente extrator e da
molécula de interesse impactam diretamente na eficiéncia da extracdo e na
confiabilidade dos dados obtidos.

4. CONCLUSOES
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O método 3 apresentou eficiéncia satisfatéria de extracdo para quantificacdo
das moléculas dos herbicidas tembotrione, mesotrione e o0 metabdlito AMBA em
solo de varzea.
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