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RESUMO 
 

O  fluopiram  é  um  fungicida  desenvolvido  pela  Bayer  Crop  Science  e  atua  contra  fungos 
fitopatogênicos inibindo a enzima succinato desidrogenase. Essa molécula também possui ação 
nematicida. Recentemente surgiram preocupações a respeito dos efeitos toxicológicos devido 
ao  uso  extensivo  deste  composto  na  agricultura.  Diante  deste  cenário,  o  monitoramento 
contínuo deste analito no ambiente e em matrizes alimentares é importante e necessário para 
assegurar  a  saúde  das  pessoas  e  do  meio  ambiente.  Para  este  monitoramento,  tem  sido 
necessário o desenvolvimento de novas metodologias de extração que sejam fáceis de executar, 
de baixo custo e suficientemente sensíveis, exatas e precisa. Por isso, este trabalho teve como 
objetivo otimizar e validar a extração líquido­líquido com purificação em baixa temperatura 
(ELL­PBT) para determinar o fluopiram em amostras de água por cromatografia líquida de alta 
eficiência com detecção por arranjo de diodos  (CLAE­DAD) e  extração sólido­líquido com 
purificação em baixa temperatura (ESL­PBT) na versão miniaturizada  para determinação deste 
composto  em  amostras  de  solos  arenosos,  argilosos  e  com  textura  média  e  detecção  por 
cromatografia  em  fase  gasosa  acoplada  à  espectrometria  de  massas  (CG­EM).  Estes  dois 
métodos  de  extração  ainda  não  foram  aplicados  com  esta  finalidade  neste  composto.  É 
importante destacar que uma das principais vantagens destes métodos de extração tem sido a 
ausência de uma etapa de limpeza, o que torna o método mais rápido e fácil de executar. Além 
disso,  estes  métodos  são  mais  econômicos  que  os  demais.  Foi  empregado  o  planejamento 
fatorial completo com dois níveis e três fatores para otimizar a ELL­PBT que permitiu alcançar 
uma  taxa  de  recuperação  próxima  de  100%  e  desvios  padrão  relativos  inferiores  a  10%.  A 
validação mostrou que o método de extração pode ser considerado seletivo, preciso, exato e 
linear na faixa de 6 a 200 µg L­1. Os limites de detecção e de quantificação foram de 4 e 6 µg 
L­1,  respectivamente,  comprovando  a  eficiência  deste  método  para  determinação  deste 
fungicida em amostras de água. A ELL­PBT combinada à análise por CLAE­DAD mostrou um 
efeito de matriz inferior a 8% e foi aplicado no monitoramento de 20 amostras ambientais de 
água, mas nenhum resíduo do fluopiram foi detectado nas amostras. Na versão miniaturizada 
do  método  ESL­PBT,  todas  as  análises  foram  realizadas  por  cromatografia  em  fase  gasosa 
acoplada à espectrometria de massas no modo seletivo de íons. Os resultados revelaram que as 
porcentagens de recuperação do analito nos  três  tipos de solos variaram de 86 a 114% com 
desvio padrão relativo inferior a 15%. Além de empregar menores quantidades de reagentes e 
amostra,  o método ESL­PBT miniaturizado  se  apresentou  seletivo,  preciso,  exato,  linear na 
faixa de 3 a 210 µg kg­1 e atingindo um limite de quantificação inferior a 3 µg kg­1 para os três 
tipos de solos. O método de extração otimizado e validado foi aplicado em 30 amostras reais 
coletadas  em  regiões  de  cultivo  de  café,  porém  não  foi  detectada  nestas  amostras  nenhum 
resíduo  deste  composto.  Este  trabalho  assim  como  outras  publicações  demonstram  a 
versatilidade e eficiência da aplicação do método de ELL­PBT e ESL­PBT dando respaldo para 
a sua utilização na determinação de diversos contaminantes. 
 
Palavras­chave: Fluopiram; Fungicida; ELL­PBT; ESL­PBT miniaturizada. 
 
 
 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Fluopyram is a fungicide developed by Bayer Crop Science and acts against phytopathogenic 
fungi by inhibiting the enzyme succinate dehydrogenase. This molecule also has nematicidal 
action. Recently, concerns have arisen regarding the toxicological effects that may occur due 
to its extensive use of this compound in agriculture. Given this scenario, continuous monitoring 
of this analyte in the environment and in food matrices is important and necessary to ensure the 
health of people and the environment. For this monitoring, it has been necessary to develop new 
extraction methodologies that are easy to perform, low cost and sufficiently sensitive, accurate 
and precise. Therefore,  this work aimed to optimize and validate the liquid­liquid extraction 
with low temperature purification (LLE­LTP) to determine fluopyram in water samples by high 
performance liquid chromatography with diode array detection (HPLC­DAD) and miniaturized 
solid­liquid  extraction  with  low  temperature  purification  (SLE­LTP)  to  determine  this 
compound  in  samples  of  sandy,  clayey  and  medium  textured  soils  and  detection  by  gas 
chromatography coupled to mass spectrometry (GC­MS). These two methods have not yet been 
applied for  this purpose on  this compound.  It  is  important  to highlight  that one of  the main 
advantages of these ELL­PBT and ESL­PBT extraction methods is the absence of a cleaning, 
which  makes  the  method  faster  and  easier  to  perform.  In  addition,  these  methods  are  more 
economical than others. A full factorial design with two levels was used to optimize the LLE­
LTP, which allowed achieving a recovery rate close to 100% and relative standard deviations 
below  10%.  The  validation  showed  that  the  extraction  method  can  be  considered  selective, 
precise,  accurate  and  linear  in  the  range  of  6  to  200  µg  L­1.  The  limits  of  detection  and 
quantification  were  4  and  6  µg  L­1,  respectively,  proving  the  efficiency  of  this  method  for 
determining this fungicide in water samples. LLE­LTP combined with HPLC­DAD analysis 
showed a matrix effect of less than 8% and was applied to monitor 20 environmental water 
samples,  but  no  fluopyram  residues  were  detected  in  the  samples.  All  analyzes  in  the 
miniaturized  SLE­LTP  method  were  performed  by  gas  chromatography  coupled  to  ion­
selective mass spectrometry. The results revealed that the analyte recovery percentages in the 
three soil types ranged from 86 to 114% with a relative standard deviation of less than 15%. In 
addition to using smaller amounts of reagents and sample, the miniaturized SLE­LTP method 
was  selective,  precise,  accurate,  and  linear  in  the  range  of  3  to  210  µg  kg­1  and  reached  a 
quantification limit of less than 3 µg kg­1 for the three soil types. The optimized and validated 
extraction method was applied to 30 real samples collected in coffee growing regions, but no 
residue  of  this  compound  was  detected  in  these  samples.  This  work,  as  well  as  other 
publications, demonstrate the versatility and efficiency of applying the LLE­LTP and SLE­LTP 
methods, supporting their use in determining various contaminants. 
 
Keywords: Fluopyram; Fungicide; LLE­LTP; Miniaturized SLE­LTP. 
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CAPÍTULO 1. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Os  agrotóxicos  constituem  um  grupo  extremamente  heterogêneo  de  compostos 

químicos,  apresentando  finalidades  distintas  na  agricultura,  atuando  como  inseticidas, 

herbicidas,  fungicidas,  rodenticidas,  nematicidas  e  fumigantes  (SHARMA  et  al.,  2018).  O 

impacto ambiental causado pelo uso dos agrotóxicos, tem suscitado uma preocupação crescente 

ao  longo  dos  anos,  principalmente  devido  às  atividades  agrícolas  intensivas  e  à  ocorrência 

generalizada  destes  no  ambiente  e  nas  commodities  alimentares  (CORDOVA  et  al.,  2017). 

Muitos desses compostos químicos provaram ser persistentes, altamente tóxicos e acumulativos 

no ambiente aquático e no solo (CLIMENT et al., 2019). 

Os inibidores da succinato desidrogenase são uma classe de fungicidas inibidores 

da  respiração  celular  de  amplo  espectro  utilizados  para  o  manejo  de  doenças  causadas  por 

fungos  e  nematoides  fitopatogênicos  (PENG  et  al.,  2021).  Foi  rapidamente  adotado  pela 

indústria agrícola para controlar uma série de doenças fúngicas (SANG e LEE, 2020; PENG et 

al.,  2021)  e  causadas por nematoides.   O  fluopiram, um  fungicida e nematicida  inibidor da 

succinato desidrogenase, tem sido amplamente utilizado para o controle de pragas agrícolas e 

afeta toxicologicamente organismos não­alvo (LIU et al., 2022). Devido ao seu uso extensivo, 

recentemente surgiram preocupações sobre os efeitos toxicológicos (MATADHA et al., 2019). 

Diante  deste  cenário,  o  monitoramento  contínuo  deste  analito  no  ambiente  e  em  matrizes 

alimentares é importante e necessário para assegurar a saúde das pessoas e do meio ambiente. 

Os métodos de preparo de amostras utilizados para extrair o fluopiram em diversas 

matrizes,  têm  sido  a  extração  líquido­líquido  (ELL),  extração  em  fase  sólida  (EFS), 

microextração líquido­líquido dispersiva (MELLD) e QuEChERS (Rápido, Fácil, Econômico, 

Efetivo, Robusto e Seguro) (GUAN et al., 2012; DONG et al., 2014; GULKOWSKA et al., 

2014; ABAD­FUENTES et al., 2015; GAN et al., 2016; WEI et al., 2016; FILIPPO et al., 2017; 

MATADHA et al., 2019; WU et al., 2019; VALERA­TARIFA et al., 2020). Entretanto, até o 

presente  momento  não  há  estudos  realizados  aplicando  a  extração  líquido­líquido  com 

purificação em baixa temperatura (ELL­PBT) e a extração sólido­líquido com purificação em 

baixa temperatura (ESL­PBT) para o fluopiram nas matrizes água e solo. A ELL­PBT e ESL­

PBT  apresentam  algumas  vantagens  em  relação  às  técnicas  tradicionais,  como  praticidade, 

baixo número de etapas, pequena quantidade de  amostra e  solventes orgânicos, além de ser 

confiável e seletiva (ARAÚJO et al., 2015). 
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A identificação e quantificação desse fungicida já foi realizada por técnicas como  

cromatografia  líquida  acoplada  à  espectrometria  de  massas  com  triplo  quadrupolo  (CL­

EM/EM),  cromatografia  em  fase  gasosa  com  detecção  por  captura  de  elétrons  (CG­DCE), 

cromatografia em fase gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG­EM), cromatografia 

em  fase  gasosa  acoplada  à  espectrometria  de  massas  com  triplo  quadrupolo  (CG­EM/EM), 

cromatografia  líquida  de  alta  eficiência  acoplada  à  espectrometria  de  massas  com  triplo 

quadrupolo com ionização por electrospray (CLAE­IES­EM/EM) e ultra cromatografia líquida 

de  alta  eficiência  acoplada  à  espectrometria  de  massas  com  triplo  quadrupolo  (UCLAE­

EM/EM)  (GUAN  et  al.,  2012;  DONG  et  al.,  2014;  GULKOWSKA  et  al.,  2014;  ABAD­

FUENTES et al., 2015; GAN et al., 2016; WEI et al., 2016; FILIPPO et al., 2017; MATADHA 

et al., 2019; WU et al., 2019; VALERA­TARIFA et al., 2020). 

Dessa  forma, pretende­se  com  este  estudo otimizar  e validar o método  extração 

líquido­líquido com purificação em baixa temperatura (ELL­PBT) combinada à cromatografia 

líquida de alta eficiência com detecção por arranjo de diodos (CLAE­DAD) e a extração sólido­

líquido com purificação em baixa temperatura (ESL­PBT) na versão miniaturizada e detecção 

por  cromatografia  em  fase  gasosa  acoplada  à  espectrometria  de  massas  (CG­EM)    para 

determinação do fungicida e nematicida fluopiram em amostras de agua e solo, além de  aplicar 

estes métodos em amostras coletadas na região do sul do estado de Minas Gerais. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Otimizar e validar a extração líquido­líquido com purificação em baixa temperatura 

(ELL­PBT) para determinar o fluopiram em amostras de água por cromatografia líquida de alta 

eficiência com detecção por arranjo de diodos (CLAE­DAD) e a extração sólido­líquido com 

purificação em baixa temperatura (ESL­PBT) na versão miniaturizada  para determinação do 

fluopiram em amostras de solos arenosos, argilosos e com textura média por cromatografia em 

fase gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG­EM). 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

a)  Estabelecer as condições ideais para extrair o fluopiram de amostras de água usando 

a ELL­PBT;  

b)  Estabelecer as condições ideais para quantificar o fluopiram por cromatografia líquida 

de alta eficiência com detecção por arranjo de diodo;  

c)  Estabelecer  as  condições  ideais  para  extrair  o  fluopiram  de  amostras  de  solos 

arenosos, argilosos e com textura média usando uma versão miniaturizada da ESL­

PBT;  

d)  Estabelecer as condições  ideais para quantificar o fluopiram em amostras de solos 

arenosos, argilosos e com textura média por cromatografia em fase gasosa acoplada 

à espectrometria de massas;  

e)  Validar as metodologias otimizadas através da seletividade, limite de detecção, limite 

de quantificação, linearidade, efeito de matriz, precisão e exatidão;  

f)  Aplicar os métodos otimizados e validados em diferentes amostras  reais de água e 

solo. 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 Fluopiram  

 

O fluopiram (N­[2­[3­cloro­5­(trifluorometil)­2­piridin­2­il]etil]­2 (trifluorometil) 

benzamida)    é  um  fungicida  e  nematicida  do  grupo  das  benzamidas piramidas,  usado  em 

tratamento  de  sementes  e  pulverização  de  culturas  de  interesse  agrícola.  Este  composto  foi 

desenvolvido pela Bayer Crop Science em 2001 (SHI et al., 2021), mas sua comercialização só 

ocorreu a partir de 2011 (LABOURDETTE et al., 2011). No Brasil, o uso deste fungicida só 

foi aprovado através do Ato nº 62 de 13 de setembro de 2019. Os produtos à base de fluopiram 

com registro no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento  (MAPA) para o controle 

de nematoides, são o Verango Prime® (Fluopiram – Bayer) possui registro para o controle de 

Meloidogyne javanica em batata, Meloidogyne exigua em café, Pratylenchus zeae em cana e 

Pratylenchus  brachyurus  em  soja  e  o  Ilevo®,  desenvolvido  pela  Basf,  possui  registro  para 

Meloidogyne incognita em algodão e milho, e Pratylenchus brachyurus em algodão, milho e 

soja  (AGROFIT,  2023).  O  fluopiram  age  inibindo  a  enzima  succinato  desidrogenase  do 

complexo II da cadeia transportadora de elétrons das mitocôndrias, impedindo a síntese de ATP 

de fungos que atacam mais de 200 espécies de plantas (VELOUKAS e KARAOGLANIDIS, 

2012). A Figura 1 exibe a estrutura química da molécula do fluopiram. 

 

Figura 1 ­ Estrutura química da molécula do fluopiram. 
 

CF3

N

O

H

N

CF3Cl

 
Fonte: SLOWIK­BOROWIEC, M.; SZPYRKA E., 2019. 

 

O fluopiram possui baixa solubilidade em água e alta solubilidade em solvente 

orgânico  evidenciado  pelo  alto  valor  do  coeficiente  de  partição  (Kow).  Em  condições 

ambientais ele é pouco volátil devido a sua baixa pressão de vapor. O valor do coeficiente 

de  adsorção em solo  (Koc) variando de 266  a 460  sugere uma mobilidade moderada do 

composto no solo.  No solo foi identificado que o fluopiram pode impactar negativamente 
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na atividade microbiológica e, consequentemente, a produtividade (ZHANG et al., 2014). 

Além disso o fluopiram é altamente persistente no solo em condições ambientais (EFSA, 

2013). Matadha et al. (2020) detectou fluopiram no solo 80 dias após a aplicação em cultivo 

de pimentão. Este composto apresenta tempo de meia vida de 20,5 dias, comprovando assim 

que se degrada lentamente na água (ASSUNÇÃO et al., 2020). Algumas informações sobre 

esse composto são mostradas na Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Informações sobre o fluopiram 

Fórmula molecular  C16H11ClF6N2O 
Número CAS  658066­35­4 
Massa molar  396,72 g mol­1 

Temperatura de fusão  117,5 º C 
Pressão de vapor  1,2 x 10­6 Pa a 20 ºC 

Solubilidade em água  16 mg L­1 

Kow  2060 

Koc  266 – 460 

CAS:  Chemical  Abstracts  Service;  Kow:  Coeficiente  de  partição  octanol/água;  Koc: 
Coeficiente de adsorção em solo. 
Fonte: Labourdette et al., 2011; Chawla et al., 2018. 
 

Estudos prévios demonstraram a eficiência do fluopiram em diversas culturas. 

Watson,  Noling  e  Desaeger  (2020)  observaram  redução  considerável  da  população  de 

nematoides Belonolaimus longicaudatus em cultura de morangos. Em cultura de beterraba 

Storelli  et  al.  (2020)  notaram  que  o  fluopiram  teve  impacto  positivo  contra  podridões 

radiculares causadas por Ditylenchus dipsaci. Vitale, Panebianco e Polizzi (2016) relataram 

que o uso do fluopiram foi eficiente no controle de Botrytis cinérea em uvas. Entretanto 

outros estudos têm mostrado impactos negativos do fluopiram na fauna e flora. Robatscher 

et  al.  (2019)  identificaram  uma  desordem  no  crescimento  de  parreirais  da  espécie  Vitis 

vinífera  ocasionado  por  um  metabólito  do  fluopiram,  o  ácido 3‑Cloro­5­

trifluorometilpiridina­2­carboxílico. Em outros estudos, altas doses de fluopiram induziram 

a formação de tumores na tireoide de ratos machos e de tumores hepáticos em ratos fêmea  

(TINWELL  et  al.,  2014).  A  alta  lipofilicidade  do  fluopiram  também  pode  levantar 

preocupações sobre sua capacidade de bioacumulação1 e biomagnificação2 (PARLAKIDIS 

et al., 2021). O fluopiram     pode     ser    movido facilmente para a parte comestível das 

plantas, o que pode representar um alto risco para as pessoas. Além disso, uma vez que o  
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pesticida é distribuído pela planta, ele se degrada em vários metabólitos. Com isso, surge a 

preocupação  com  a  persistência  de  resíduos  de  fungicidas  e  seus  metabólitos  nas  partes 

comestíveis, que podem se tornar importante via de exposição humana (DONG; HU, 2014).  

O  mecanismo  de  toxicidade  deste  composto,  refere­se  à  indução  de  enzimas 

hepáticas  do  citocromo  P450  (ILEVO,  2023;  VERANGO  PRIME,2023).  Os  produtos 

resultantes da catálise desempenhada pelos citocromos P450 podem possuir um potencial 

tóxico,  processo  denominado  ativação  metabólica.  O  produto  gerado  a  partir  desse 

metabolismo decompõe­se em um agente eletrofílico extremamente reativo (como exemplo 

as nitrosaminas), podendo, então,  reagir com o DNA e  levar  à mutação e à consequente 

formação de tumores (FERREIRA et al., 2007; BRITO et al., 2014). O Instituto Brasileiro 

do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) classificou este fungicida 

como um produto muito perigoso ao meio ambiente (BRASIL, 2019). O fluopiram já foi 

empregado em mais de 70 culturas, incluindo videiras e uvas de mesa, pomóideas e frutas 

com caroço e vegetais (LABOURDETTE et al., 2011; LI et al., 2020). A Tabela 2 exibe o 

uso agrícola do fungicida/nematicida fluopiram segundo a legislação brasileira. 

 
Tabela 2 ­ Uso agrícola do fungicida fluopiram no Brasil 

Cultura  Aplicação  LMR 
(mg kg ­ 1) 

Intervalo de 
segurança (dias) 

Algodão  Foliar  0,50  20 
Algodão  Sementes  0,50  (1) 
Batata  Sulco de plantio  0,10  80 
Café  Solo (via drench3)  0,03  90 
Cana­de­açúcar  Sulco de plantio  0,02  (1) 
Feijão  Foliar  0,30  20 
Milho  Sementes  0,02  (1) 
Soja  Foliar  0,20  20 
Soja  Sementes  0,20  (1) 
Soja  Sulco de plantio  0,20  (1) 

(1) Intervalo de segurança não determinado devido à modalidade de emprego; LMR: Limite 
máximo de resíduo. 
Fonte: adaptado de BRASIL, 2019. 
 

Para estudo e determinação do fluopiram em água e solo são necessários métodos 
de extração e técnicas de análise instrumental. A maioria dos estudos da literatura utilizou o 
método QuEChERS na extração deste composto (DONG e HU, 2014; PATEL et al., 2016;  
 
_____________________________________ 
1 Processo pelo qual substâncias são absorvidas pelos organismos do meio abiótico ou biótico (D’AMATO; 

TORRES; MALM, 2002). 
2 Processo pelo qual a concentração do composto aumenta ao longo da cadeia alimentar (D’AMATO; TORRES; 

MALM, 2002). 
3 Trata­se da aplicação de produtos de forma dosada em um jato dirigido (MATUO et al., 2008) 
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2021) mas a extração sólido­líquido convencional também foi aplicada por Zhou et al. (2021)  

e Matadha (2020), Mohapatra e Siddamallaiah (2021).   A análise instrumental do fluopiram 

pode ser realizada tanto por cromatografia líquida como por cromatografia em fase gasosa.  

A análise por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de 

massas foi descrita em vários estudos (PATEL et al., 2016; CHAWLA et al., 2018; MAHDAVI 

et al., 2021). A cromatografia em fase gasosa também se mostrou muito sensível na análise do 

fluopiram e a maioria dos estudos utilizou­a acoplada à espectrometria de massas (DONG e 

HU,  2014;  WEI  et  al.,  2016;  KATNA  et  al.,  2018;  MATADHA;  MOHAPATRA; 

SIDDAMALLAIAH,  2020)  entretanto,  Podbielska  et  al.  (2017)  também  conseguiu  boa 

sensibilidade utilizando um cromatógrafo a gás com detector de nitrogênio e fósforo. Neste 

trabalho as técnicas de análise empregadas para o fungicida fluopiram foram a cromatografia 

líquida de alta eficiência com detecção por arranjo de diodos (CLAE­ DAD) e a cromatografia 

em fase gasosa acoplada à espectrometria de massas. 

 

3.2  Métodos  para  extração  e  quantificação  do  fungicida  e  nematicida  fluopiram  em 

diferentes matrizes. 

 

Os  métodos  de  extração  líquido­líquido  convencional,  extração  em  fase  sólida, 

microextração em fase sólida, microextração líquido­líquido e microextração líquido­líquido 

dispersiva  são  usualmente  utilizadas  para  extração  de  agrotóxicos  em  amostras  de  água 

(TANKIEWICZ et al., 2011).  

O  método  QuEChERS  (rápido,  fácil,  barato,  eficaz,  robusto  e  seguro  do  inglês 

(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) é o mais empregado na extração do fluopiram 

no solo (DONG e HU, 2014; PATEL et al., 2016; MOHAPATRA et al., 2018; CHAWLA et 

al.,  2018;  KATNA  et  al.,  2018;  MAHDAVIet  al.,  2021). Porém a  extração em  fase  sólida 

(GUAN et al., 2012), a extração em fase sólida dispersiva (DONG et al., 2016) e a extração 

sólido­líquido  (MATADHA,  MOHAPATRA  e  SIDDAMALLAIAH,  2020;  ZHOU  et  al., 

2021)  também  foram  empregados  na  extração  deste  composto  no  solo.    A  Tabela  3  exibe 

diferentes métodos de extração descritos na literatura para quantificação do fungicida fluopiram 

em diferentes matrizes. 
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Tabela 3 ­ Métodos de extração e técnicas de análise descritas na literatura para quantificação do fluopiram em diferentes matrizes 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Matriz  Metodologia para 
extração 

Técnicas de 
análise 

LD 
 

LQ 
 

Recuperação 
(%) 

Referência 

Pepino e solo  EFS  CG­DCE  ­  0,003 
mg kg­1 

­  Guan et al. (2012) 
 

Melancia e solo  EFS­d  CG­EM  ­  0,010 
mg kg­1 

88,2–106,0  Dong et al. (2014) 
 

Água  EFS  CL­EM/EM 
 

0,1–2,0 
ng L−1 

≤5,000 
ng mg­1 

90,0  Gulkowska et al. (2014) 

Maçã 
 

Morango 
 

Tomate 
 

Espinafre 

QuEChERS  CLAE – 
EM/EM 

0,8­2,0 
μg L −1 

­ 
 
­ 
 
­ 
 
­ 

81,0 – 115,0 
 

84,0 – 136,0 
 

84,0 – 135,0 
 

80,0 –136,0 

Abad­Fuentes et al. (2015) 
 

Tecido de peixe  EFS  CL – EM/EM  0,1 
 ng g−1 

0,30  
 ng g­1 

80,4­99,2  Gan et al. (2016) 
 

Tomate 
 

Pepino 
 

Pimenta 
 

Solo 
 

QuEChERS  CG­EM/EM  ­ 
 
­ 
 
­ 
 
­ 

­ 
 
­ 
 
­ 
 
­ 

90,5­95,6 
 

92,0­93,2 
 

89,0­95,4 
 

88,5­95,1 
 

Wei et al. (2016) 

Matéria particulada 
(aerossóis) 

 

EFS  CLAE­IES­
EM/EM 

78,0  
mg mL­1 

258,0 
mg mL­1 

74,0­78,0  Filippo et al. (2017) 
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Continuação da Tabela 3 ­ Métodos de extração e técnicas de análise descritas na literatura para quantificação do fluopiram em diferentes matrizes 
  

QuEChERS: Quick  (rápido), Easy  (fácil), Cheap  (econômico), Effective  (efetivo), Rugged  (robusto) e Safe  (seguro); MELLD: microextração 
líquido­líquido dispersiva; EFS:  extração em fase sólida;  EFS­d: extração em fase sólida dispersiva; CL­EM/EM: cromatografia líquida acoplada 
à  espectrometria  de  massas  com  triplo  quadrupolo;  CG­DCE:  Cromatografia  em  fase  gasosa  com  detecção  por  captura  de  elétrons;  CG­EM: 
Cromatografia em fase gasosa acoplada à espectrometria de massas; CL­EM/EM: cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas com 
triplo quadrupolo; CG­EM/EM: cromatografia em fase gasosa acoplada à espectrometria de massas com triplo quadrupolo; CLAE­IES­EM/EM: 
cromatografia  líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massas com triplo quadrupolo com ionização por electrospray; UCLAE­
EM/EM: ultra cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massas com triplo quadrupolo. 

Matriz  Metodologia 
para extração 

Técnicas de 
análise 

LD 
 

LQ 
 

Recuperação 
(%) 

Referência 

Tomate 
Pimentão 

QuEChERS  CL­EM/EM  1,50 μg kg −1  5,0 μg kg −11  70,0­120,0  Matadha et al. (2019) 
 
 
 

Melancia  MELLD 
 

UCLAE­
EM/EM 

0,03 μg kg −1  0,1 μg kg −1  93,6  Wu et al. (2019) 
 
 
 

Purê de morango 
concentrado 

 
Purê de morango 

 
Polpa de morango 

 

QuEChERS 
 
 
 

 
 
 
 
 

UCLAE­
EM/EM 

 
 

 
 
 
 
 

0,04–0,22 mg kg −1 
 
 

0,01–0,18 mg kg −1 
 

0,02–0,07 mg kg −1 
 

6,0 µg kg −1 
 
 
 
 
 
 

70,0­120,0 
 
 
 
 
 
 

Valera­Tarifa et al. (2020) 
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  Trabalhos recentes têm demonstrado a versatilidade e a eficiência da aplicação do 

método de ELL­PBT e ESL­PBT, dando respaldo para as suas utilizações na determinação de 

diversos contaminantes. Até o presente momento não há estudos realizados com a ELL­PBT e 

a ESL­PBT em amostras do fluopiram na matriz água e solo. 

 

3.3 Extração líquido­líquido com purificação em baixa temperatura (ELL­PBT)  

 

A ELL­PBT foi desenvolvida por McCulley e McKinley em 1964 para determinação de 

pesticidas clorados em gordura (MAIA et al., 2017). Em 2007, esta metodologia foi denominada 

como extração líquido­líquido com partição em baixa temperatura por Vieira e colaboradores 

(2007).  Atualmente  denominada  de  extração  líquido­líquido  com  purificação  em  baixa 

temperatura.  A ELL­PBT consiste em uma técnica alternativa de preparo de amostras, sendo 

relatada como uma metodologia  inovadora, simples e versátil para a extração de diferentes 

analitos em matrizes aquosas (VIEIRA; NEVES; QUEIROZ, 2007; BARROS et al., 2018). 

Essa metodologia apresenta vantagens em relação às demais devido ao reduzido número de 

etapas, praticidade, baixo custo, menor consumo de amostra e solventes orgânicos (SOUSA et 

al., 2014; ARAÚJO et al., 2015; PAULA et al., 2018).  A ELL­PBT baseia­se na adição de 

solvente  orgânico  à  amostra  aquosa,  formando  uma  fase  única.  Estudos  indicam  que  a 

proporção  (2:1)  solvente  orgânico:água  (v:v)  apresenta  melhores  resultados  de  extração 

(VIEIRA;  NEVES;  QUEIROZ,  2007;  REZENDE  et  al.,  2017;  MESQUITA  et  al.,  2017). 

Posteriormente, a mistura é homogeneizada e submetida à redução de temperatura (­20 ºC), 

permitindo que a água congele e o solvente orgânico permaneça líquido. Dessa forma, ocorre 

a partição entre o solvente orgânico e a amostra aquosa, formando um sistema bifásico. Os 

componentes da amostra são congelados com a água, enquanto que o analito alvo é extraído 

pela fase orgânica, não sendo necessário etapa adicional de limpeza do extrato obtido (PINHO 

et al., 2010; COSTA et al., 2014; REGO et al., 2015). O tempo de 1 h tem sido relatado como 

suficiente para congelamento da fase aquosa, atingindo porcentagens de recuperação próximas 

a 100% (RUDAKOV et al., 2016; MESQUITA et al. 2017; SICUPIRA et al. 2019). 

 Para  a  otimização  da  ELL­PBT,  geralmente  são  estudados  os  parâmetros  da 

composição  da  fase  extratora  e  adição  de  sais  ao  sistema.  Com  relação  à  fase  extratora,  a 

acetonitrila  é  o  solvente  orgânico  mais  empregado  neste  método  (SILVÉRIO  et  al.,  2012), 

devido a sua propriedade de formar um sistema de duas fases com a água a temperaturas abaixo 

de ­20 ºC sem congelar (SAZONOV et al., 2002). A adição de novos solventes orgânicos, tais 

como  metanol,  acetato  de  etila  e  isopropanol,  em  diferentes  proporções  pode  promover 
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pequenas mudanças na polaridade da fase extratora, desde que a quantidade do novo solvente 

a ser adicionado não provoque o rompimento da fase única formada pela acetonitrila:água à 

temperatura ambiente de 25 ºC (PINHO et al., 2010). A eficiência desta metodologia pode ser 

aumentada pela adição de sais ao sistema de extração, como o cloreto de sódio (NaCl) e sulfato 

de  magnésio  (MgSO4),  que  promovem  o  efeito  salting­out  (RUDAKOV  et  al.,  2016).  A 

presença de sais proporciona o aumento da força iônica da solução aquosa acarretando, então, 

na redução da solubilidade dos compostos (ZHUO et al., 2015). A Tabela 4 exibe a aplicação 

do método da ELL­PBT descritas na literatura em matrizes aquosas. 
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Tabela 4 ­ Aplicação do método da ELL­PBT descrita na literatura em matrizes aquosas 
 

 

Analito  Matriz  Fase 
extratora 

Tempo de 
congelamento 

(horas) 
 
 

Sal 
 
 

Técnicas de 
análise 

LD 
(μg L­1) 

LQ 
(μg L­1) 

Recuperação 
(%) 

Referência 

Cipermetrina, 
Deltametrina, 
λ­cialotrina e 
Permetrina 

4,0 mL de 
água 

8,0 mL 
acetonitrila 

6  NaCl 
 

CG­ DIC  1,9 
2,9 
1,1 
3,2 

2,7 
5,5 
7,6 
9,5 

92,2 
82,3 
87,2 
93,4 

 
 

Vieira et al. (2007) 

Aldicarbe, 
Carbofurano 

Carbaril 

2,0 mL de 
água 

4,0 mL de 
acetonitrila 

3  NaCl 
 

CLAE­UV  10,0 
10,0 
5,0 

33,0 
33,0 
17,0 

90,0 
95,0 
96,0 

 

Goulart et al.(2010) 

Clorpirifós 
λ­cialotrina 
Permetrina 
Bifentrina 

4,0 mL de 
água 

8,0 mL 
acetonitrila 

1  ­  CLAE­UV  3,4 
3,0 
3,0 
2,0 

10,0 
10,0 
10,0 
10,0 

20,0 
98,0 
105,0 
98,0 
103,0 

Silverio et al.(2012) 

Aldicarbe 
Carbofuran 

Carbaril 

2,0 mL de 
suco de uva 
integral e 
2,0 mL de 
leite com 
chocolate 

esterilizado 

4,0 mL de 
acetonitrila 

3  ­  CLAE­UV  15,0 
15,0 
8,0 

50,0 
50,0 
25,0 

94,3 
96,6 
96,2 

Goulart et al.(2012) 
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Continuação da Tabela 4 ­ Aplicação do método da ELL­PBT descrita na literatura em matrizes aquosas 
  

*Amostra congelada com Nitrogênio líquido. 
 
 

Analito  Matriz  Fase 
extratora 

Tempo de 
congelamento 

(horas) 

Sal 
 
 

Técnicas 
de 

análise 

LD 
(μg L­1) 

LQ 
(μg L­1) 

Recuperação 
(%) 

Referência 

Cloranfenicol  2,0 mL 
de leite 

4,0 mL de 
acetonitrila 

4  ­  UCLAE­
EM/EM 

 

0,02  0,05  94,0 – 114 
 

Rego Pires 
et al. 

(2015) 
Clorpirifós  6,0 mL 

de água 
6,5 mL de 
acetonitrila 
e 1,5 mL de 
acetato de 

etila 

3  Na 2 HPO 4 
 
 

CG­DCE  0,5  1,67  70,0 – 120,0  Da Silveira 
et al. 

(2016) 

Azoxistrobina  
Difenoconazol 

Clorotalonil 

4,0 mL 
de água 

4,0 mL de 
acetonitrila 

6  ­  CG­DCE  2,4 
0,7 
4,2 

7,99 
2,33 
13,98 

90,9 
93,3 
94,9 

 

Rodrigues 
et al. 

(2017) 

Formaldeido  2,5 mL 
de leite 

5,0 mL de 
solução de 
DNPH 0,1g 

L – 1 em 
acetonitrila 

*8  ­  CLAE­
UV 

6,0  20,00  102,2  Rezende 
et al. 

(2017) 

Aldicarbe  2,0 mL 
de 

amostra 
de 

água, 

4,0 mL 
de 

acetonitrila 

3  NaCl 
 

CLAE­
UV 

10,0  ­  ­  Almeida 
et al. 

(2018) 
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Continuação da Tabela 4 ­ Aplicação do método da ELL­PBT descritas na literatura em matrizes aquosas 
 

CG­ DIC: cromatografia gasosa com detector por  ionização em chama; CLAE­UV: cromatografia  líquida de alta eficiência com detecção por 
ultravioleta; UCLAE­EM/EM: ultra cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massas com triplo quadrupolo; CG­DCE: 
cromatografia em fase gasosa com detecção por captura de elétrons; CLAE­DAD: cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por arranjo 
de diodo.

Analito  Matriz  Fase 
extratora 

Tempo de 
congelamento 

(horas) 

Sal 
 
 

Técnicas de 
análise 

LD 
(μg L­1) 

LQ 
(μg L­1) 

Recuperação 
(%) 

Referência 

Dioxina 
 

Furano 

4,0 mL 
de  água 

8,0 mL do 
acetonitrila 

1  ­  CLAE­DAD  2,7 
 
 
 
 

2,7 

5,3 
 
 
 
 

5,3 

113,2 
 
 
 
 

99,9 

Sicupira  
et al.  

(2019) 

Azoxistrobina 
Clorotalonil  

Difenoconazol 

4,0 mL 
de  água 

4,0 mL de 
acetonitrila 

3  ­  CG / DCE  2,4 
0,7 
4,2 

7,9 
2,3 
13,9 

90,9 
93,3 
94,9 

Rodrigues 
et al.  

(2021) 
2,4­D  4,0 mL 

de  água 
8,00 mL da 

fase 
extratora 

1  Na2SO4 
anidro 

 

CLAE­DAD  ­  2.0   
100,0 

Freitas 
 et al. 
(2020) 

Clonazepam  3,0 mL 
de 

bebida 

3,00 mL de 
acetonitrila 

0,25  ­  Espectroscopia 
­UV 

1,9. 10+3  ­  ­  Alves  
et al. (2020) 
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3.4 Extração sólido­líquido com purificação em baixa temperatura (ESL­PBT) 

 

A  extração  sólido­líquido  com  purificação  em  baixa  temperatura  (ESL­PBT)  é 

baseada no princípio proposto por Anglin e Mckinley (1960). A extração sólido­líquido com 

purificação em baixa  temperatura é um método muito utilizado no estudo de contaminantes 

químicos, como os agrotóxicos, em amostras ambientais e alimentares (RODRIGUES et al., 

2018;  PEREIRA,  SILVÉRIO  e  PINHO,  2019).  A  ESL­PBT  consiste  na  adição  de  água  e 

solvente  orgânico  miscíveis  em  temperatura  ambiente,  mas  com  diferentes  temperaturas  de 

solidificação, na proporção 1:2 em um vial contendo a amostra sólida. Após a homogeneização 

o sistema é levado para o congelamento onde ocorre a separação do solvente orgânico. Assim, 

o analito de interesse passa para a fase orgânica e os interferentes da matriz ficam presos na 

água congelada (PINHO et al., 2010; RAMALHO et al., 2019; FREITAS et al., 2020). Este 

método  tem  se  destacado  por  ser  simples,  rápido,  fácil  de  executar  e  compatível  para  uma 

grande variedade de matrizes e analitos de interesse. Outro ponto interessante do método é a 

extração  e  limpeza  dos  extratos  em  uma  única  etapa,  pois  os  interferentes  da  matriz  ficam 

retidos  na  fase  aquosa  congelada  (HELENO  et  al.,  2019).  Diversos  estudos  na  literatura  já 

aplicaram a ESL­PBT para determinação de analitos em amostras de solo (MESQUITA et al., 

2017; Da SILVA et al., 2019; JUNIOR et al., 2022), cenoura (SOUZA et al., 2019), pimentão 

(HELENO  et  al.,  2019),  arroz  (De  ÁVILA  et  al.,  2020)  e,  recentemente,  uma  versão 

miniaturizada do método foi empregada na determinação do agrotóxico fipronil em cascas de 

ovos de tartaruga (AMBROSIO et al., 2022).  

Dentre os parâmetros otimizados na ESL­PBT estão a fase extratora, modo e tempo 

de agitação, tempo de congelamento, força iônica e clean up. As fases extratoras mais comuns 

são  acetonitrila  e  uma  mistura  de  6,5  mL  de  acetonitrila  e  1,5  mL  de  acetato  de  etila 

(RODRIGUES et al., 2018). A agitação pode ser realizada em vórtex, banho ultrassônico, mesa 

agitadora  e  agitador  orbital  por  diferentes  tempos  (PEREIRA,  SILVÉRIO  e  PINHO,  2019; 

RAMALHO et al., 2019; RODRIGUES et al., 2021). O tempo de congelamento varia muito 

entre estudos, em alguns casos uma hora de congelamento  já é suficiente para que ocorra a 

separação do solvente orgânico e limpeza do extrato, já em outros estudos o tempo necessário 

foi de seis horas (RAMALHO et al., 2019; AVILA et al., 2020). A adição de sais para aumentar 

a  força  iônica  em  alguns  casos  pode  elevar  a  porcentagem  de  recuperação  dos  analitos  de 

interesse (RODRIGUES et al., 2018). Apesar da ESL­PBT promover a limpeza dos extratos, 

quando se trabalha com matriz complexa pode ser necessário uma etapa de clean up adicional 

como ocorreu no trabalho de Mesquita et al. (2017) que extraiu poluentes orgânicos persistentes 
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em lodo de esgoto. A Tabela 5 exibe a aplicação do método da ESL­PBT descritas na literatura 

na matriz solo. 
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Tabela 5 ­ Aplicação do método da ESL­PBT descritas na literatura na matriz o solo 
 

Analito  Matriz  Fase 
extratora 

Tempo de 
congelamento 

(horas) 

Sal 
 

Técnicas 
de 

análise 

LD 
(µg L −1) 

LQ 
(µg L −1) 

Recuperação 
(%) 

Referência 

Lindano 
Hexaclorobenzeno 
Heptaclorobenzeno 

Aldrin 
Transclordano 
Cis­clordano 

Dieldrin 
Endrin 
DDT 
Mirex 

solo  8 mL 
Acetonitrila 

1  Na2SO4 
anidro 

CG­EM  −  0,5 a 6  70–115  Mesquita 
et al. 

(2017) 

Clomazone  solo  6,5 mL de 
acetonitrila 
e 1,5 mL de 
acetato de 

etila 

3  Na2SO4 
anidro 

CLAE ­
UV­Vis 

6,5  19  90,1–102.0  Da Silva 
et al. 

(2019) 

Sulfentrazone  Argissolo 
Latossolo 

 

6,5 mL de 
acetonitrila 
e 1,5 mL de 
acetato de 

etila 

3 
 

Na2SO4 
anidro 

 
 

CLAE­
UV ­Vis 

0,6 
21,0 

 

2,0 
69,2 

71,0–114,4  Junior 
et al. 

(2022) 
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3.5 Técnicas de análise instrumental empregadas para o fungicida e nemacida fluopiram 

 

As técnicas cromatográficas são as mais utilizadas para separação, identificação e 

quantificação de agrotóxicos em diversas matrizes complexas (PINHO et al., 2010). Nela os 

analitos são separados para, em seguida, serem identificados e quantificados. O processo de 

separação tem como base as diferenças nas características químicas e físicas apresentadas pelos 

compostos que constituem as amostras. Dentre as caraterísticas dos analitos que permitem a 

separação  entre  eles  estão  a polaridade, o  tamanho e  a  forma molecular,  a  carga  iônica  e  a 

volatilidade  (KUJAWSKI;  NAMIESNIK,  2008).  A  versatilidade  da  cromatografia  está 

associada  a  possibilidade  de  escolha  de  equipamentos  que  contenham  fases  móveis,  fases 

estacionárias e detectores apropriados às características do conjunto de analitos presentes nas 

amostras (DIAS, et al., 2016).  

As  técnicas  de  análise  empregadas  para  o  fungicida  fluopiram  podem  ser 

visualizadas na Tabela 3  (página 20). A  identificação e quantificação desse  fungicida  já  foi 

realizada por técnicas como  cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas com 

triplo quadrupolo (CL­EM/EM), cromatografia em fase gasosa com detecção por captura de 

elétrons (CG­DCE), cromatografia em fase gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG­

EM), cromatografia em fase gasosa acoplada à espectrometria de massas com triplo quadrupolo 

(CG­EM/EM), cromatografia  líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massas 

com  triplo  quadrupolo  com  ionização  por  electrospray  (CLAE­IES­EM/EM)  e  ultra 

cromatografia  líquida  de  alta  eficiência  acoplada  à  espectrometria  de  massas  com  triplo 

quadrupolo (UCLAE­EM/EM) (GUAN et al., 2012; DONG et al., 2014; GULKOWSKA et al., 

2014; ABAD­FUENTES et al., 2015; GAN et al., 2016; WEI et al., 2016; FILIPPO et al., 2017; 

MATADHA et al., 2019; WU et al., 2019; VALERA­TARIFA et al., 2020). Neste trabalho as 

técnicas de análise empregadas para o fungicida fluopiram foram a cromatografia liquida de 

alta eficiência com detecção por arranjo de diodos (CLAE­ DAD) e a cromatografia em fase 

gasosa acoplada à espectrometria de massas. 

 

3.5.1  Cromatografia  liquida  de  alta  eficiência  com  detecção  por  arranjo  de  diodos  (CLAE­ 

DAD)  

 

  A CLAE é uma técnica físico­química de separação onde os analitos se distribuem 

por duas fases que se encontram em íntimo contato, a fase estacionária e a fase móvel líquida 

(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). Na prática, a fase estacionária é o “suporte” contido 
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no interior da coluna, pela qual passa um fluxo contínuo de fase móvel ou eluente (ANDRADE 

et al., 2006). As principais vantagens da CLAE estão relacionadas à sua adaptabilidade para 

determinações quantitativas com boa sensibilidade e a possibilidade de separar espécies não 

voláteis e termicamente instáveis (TONHI et al., 2002). Em comparação com a cromatografia 

gasosa  e  outros  métodos  analíticos,  a  técnica  da  CLAE  é  fácil  de  manusear  e  econômica 

(MAHAJAN;  CHATTERJEE,  2018).  Métodos  utilizando  a  CLAE  têm  sido  amplamente 

empregados  em  análises  de  contaminantes  orgânicos  em  matrizes  ambientais  (GAN  et  al., 

2016).  

  A  cromatografia  liquida  de  alta  eficiência  com  detecção  por  arranjo  de  diodos 

(CLAE – DAD) é uma ferramenta analítica frequentemente utilizada na detecção de resíduos 

de  agrotóxicos  em  amostras  de  água  (CALDAS,  2011;  SILVA,  2011).  A  CLAE  –  DAD  é 

confiável,  rápida,  simples  e  econômica  (FUKUSHIMA  et  al.,  2022). Um arranjo de diodos 

consiste  em  uma  série  de  fotodiodos  detectores  posicionados  lado  a  lado  em  um  cristal  de 

silício, onde todo comprimento de onda difratado atinge um ponto deste arranjo. O detector 

permite determinar simultaneamente a absorbância de uma amostra em todos os comprimentos 

de onda (HARRIS,2012). 

 

3.5.2  Cromatografia em fase gasosa acoplada à espectrometria de massas 

 

  A Cromatografia Gasosa (CG) é uma técnica para separação e análise de misturas 

de substâncias voláteis. A amostra é vaporizada e introduzida onde em um fluxo de um gás 

adequado denominado de fase móvel ou gás de arraste, específico para cada detector. Este fluxo 

de  gás  com  a  amostra  vaporizada  passa  por  um  tubo  contendo  a  fase  estacionária  (coluna 

cromatográfica), onde ocorre  a  separação dos compostos  (COLLINS et al., 2006). A CG é, 

atualmente,  uma  das  técnicas  de  maior  uso.  É  utilizada  para  separação  e  quantificação  de 

produtos  diversos,  podendo  também  ser  usada  como  técnica  de  identificação,  em  casos 

especiais, principalmente quando acoplada a um espectrômetro de massa (CG­EM) (SILVA et 

al., 2003).  

  Neste trabalho o método de ionização empregado é por impacto de elétrons (IE), 

onde o analito de  interesse, em fase gasosa, é bombardeado com elétrons  em estado de alta 

energia  (geralmente 70 eV). As moléculas do analito absorvem esta  energia desencadeando 

vários processos, dentre os quais o mais  simples é aquele em que o analito é  ionizado pela 

remoção de um único elétron (M+•), que ao chegar no detector gera um sinal para um sistema 

de registro e tratamento dos dados (CHIARADIA et al., 2008). O registro deste sinal em função 
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do  tempo é o cromatograma, as substâncias aparecem neste cromatograma como picos com 

área proporcional à sua massa, o que possibilita a análise quantitativa (COLLINS et al., 2006). 

  A quantificação cromatográfica é uma etapa fundamental no desenvolvimento dos 

métodos analíticos, sendo essencial na determinação correta da concentração destes na amostra 

selecionada. Dentro deste contexto, divergências nos valores das áreas cromatográficas obtidas 

para uma mesma quantidade de agrotóxico podem prejudicar enormemente a quantificação e a 

exatidão dos estudos quantitativos (CARDOSO; FREITAS, 2020). 

 

3.6 Validação de métodos analíticos 

 

  O  processo  de  validação  consiste  no  estabelecimento  de  limites  que  atribuam  à 

técnica estudada a aplicabilidade ao longo da sua execução. Para a obtenção destes limites, são 

aplicados parâmetros que assegurem a qualidade das medidas instrumentais e confiabilidade 

estatística dos cálculos (RIBEIRO; FERREIRA, 2008; INMETRO, 2018). No Brasil, agências 

credenciadas, como o Instituto Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade Industrial 

(INMETRO) e a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), disponibilizam guias 

para validação de métodos. No âmbito internacional, há a União Internacional de Química pura 

e Aplicada (IUPAC) e a Comissão Europeia que também estabelecem parâmetros de validação 

a serem seguidos. O processo de validação passa por uma série de ensaios que incluem, dentre 

outros: seletividade, limite de detecção (LD), limite de quantificação (LQ), precisão, exatidão, 

linearidade, efeito de matriz e outros parâmetros estatísticos de análise descritiva (ANVISA, 

2017; INMETRO, 2018).  

  A seletividade é o parâmetro responsável pela certeza da identificação pelo método 

para a variável de resposta trabalhada, obtendo assim a relação de impurezas e interferentes que 

possam  gerar  identificações  falsas  no  método  estudado  (IAMMARINO  et  al.,  2016).  Esse 

parâmetro deve ser continuamente verificado no decorrer dos testes para os demais parâmetros 

(GOES JUNIOR et al., 2019). Para avaliar esse parâmetro, o método a ser validado deve ser 

aplicado a amostra livre do analito alvo (amostra branca) e a amostra fortificada com o analito 

em concentração conhecida, com pelo menos 6 repetições independentes para cada amostra. 

Em seguida, devem ser  realizadas  comparações  visuais dos  cromatogramas obtidos  (análise 

qualitativa), sendo que a ausência de sinais cromatográficos no tempo de retenção do composto 

alvo para a amostra branca indica que o método é seletivo (THOMPSON et al., 2002; SOUZA, 

2007). 
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  O parâmetro LD indica o menor valor de uma variável (concentração) que pode ser 

detectado,  porém  não  necessariamente  quantificado  para  os  limites  de  exatidão  e  precisão 

exigidos pelo método (SANTOS et al., 2014). Já o parâmetro LQ indica a menor quantificação 

possível para o analito dentro de um determinado método avaliado (CASSINI et al., 2013). Em 

trabalhos de validação de métodos analíticos, o LD e LQ são comumente obtidos com base nos 

parâmetros da curva analítica ou na razão sinal e ruído gerados nos equipamentos eletrônicos 

(SANTOS, 2018). Neste  trabalho  foi utilizado  a  relação  sinal/ruído gerado no  equipamento 

eletrônico. 

  Um  método  é  preciso  quando  os  resultados  obtidos  por  meio  de  ensaios 

independentes com as mesmas amostras e padrões em condições definidas, são preparadas de 

acordo com o método analítico a ser validado, após análise apresentam valores muito próximos, 

a um valor central.  A exatidão de um método analítico é obtida pela aproximação dos valores 

entre resultados avaliados de forma individuais da análise em relação ao valor de referência, 

que normalmente é dado por meio de ensaios de recuperação. Os testes de precisão e exatidão 

são utilizados para dar confiança aos métodos de análise de substâncias em quantidades muito 

baixas (ANVISA, 2017). 

  A linearidade busca identificar um comportamento diretamente proporcional entre 

a concentração e uma resposta dentro de um intervalo determinado (BARROS et al., 2018). 

Geralmente desconhecido antes do teste, o comportamento pode ser verificado empiricamente 

através da obtenção de uma curva analítica em que os dados obtidos são levados à regressão 

linear resultando em um equacionamento descritivo do comportamento observado (DURAND 

et al., 2016). Ou seja, a primeira etapa da avaliação da linearidade consiste em determinar o 

intervalo de concentração da curva analítica (faixa de linearidade). Em seguida, construir uma 

curva analítica com pelo menos seis níveis de concentração equidistantes e com três repetições 

independentes para cada nível. Essa curva deve ser preparada em extrato da matriz. Finalizando 

esta  etapa,  deve­se  realizar  as  análises  das  soluções  preparadas  para  obtenção  dos  dados 

experimentais (THOMPSON et al., 2002; DE SOUZA, 2007; INMETRO, 2018; NATA, 2018). 

A segunda etapa do estudo da linearidade consiste em aplicar o método dos mínimos quadrados 

ordinários  (MMQO),  e  seus  resíduos  avaliados  através  dos  testes  de  normalidade  (Teste  de 

Ryan­Joiner),  homocedasticidade  (Teste  de  Brown­Forsythe)  e  independência  (Teste  de 

Durbin­Watson). Os valores extremos (outliers) são avaliados e excluídos com base no teste de 

resíduos  de  Jackknife,  com  exclusão  máxima  de  22,2%  dos  dados.  A  análise  de  variância 

(ANOVA)  é  utilizada  para  avaliar  a  significância  da  regressão  e  do  desvio  da  linearidade 

(SOUZA; JUNQUEIRA, 2005). 
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  O efeito de matrix (EM) é um fenômeno que resulta em resposta cromatográfica 

aumentada  ou  diminuída  quando  uma  mesma  quantidade  de  analito  é  injetada  em  solução 

padrão preparada na presença da matriz comparada a uma solução preparada em solvente puro 

(HAJŁLOVÁ; ZROSTLđ́KOVÁ,  2003).  O  EM  é  causado  pela  interferência  de  vários 

constituintes que integram a matriz. No caso de matrizes mais complexas, como as alimentares, 

esse efeito é mais pronunciado e, por isso, uma etapa adicional de limpeza dos extratos pode 

ser  necessária  para  amenizá­lo  (PINHO  et  al.,  2010;  EC,  2017;  NATA,  2018).  Esse  efeito 

também conhecido como "aumento da resposta cromatográfica induzida pela matriz", é usado 

para explicar as taxas de recuperação de agrotóxicos que excederem 100% e a baixa precisão 

de resultados (CARDOSO; FREITAS, 2020). O efeito de matriz, além de gerar porcentagens 

de  recuperação superiores a 100%, pode causar outras alterações na análise cromatográfica, 

como:  

a)  mascaramento  do  pico  do  analito  de  interesse,  gerando  um  resultado  falso 

negativo. Isso ocorre, por exemplo, quando há perdas de quantidade do agrotóxico no sistema 

de  injeção,  fornecendo  baixa  resposta  e  dificultando  a  integração  (SÁNCHEZ­BRUNETE; 

ALBERO; MARTÍN; TADEO, 2005; PINHO, 2010);  

b)  erro  na  identificação  do  analito,  pois  componentes  da  matriz  podem  ser 

erroneamente identificados como o analito de interesse quando, na verdade, este está ausente, 

gerando resultado falso positivo. Este problema é mais fácil de ser contornado, com a utilização 

de  um  espectrômetro  de  massas  para  monitoramento  dos  analitos  (CARDOSO;  FREITAS, 

2020). 
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CAPÍTULO 2.  OTIMIZAÇÃO E VALIDAÇÃO DA EXTRAÇÃO LÍQUIDO­

LÍQUIDO COM PURIFICAÇÃO EM BAIXA TEMPERATURA (ELL­PBT) PARA 

DETERMINAÇÃO DO FUNGICIDA FLUOPIRAM EM AMOSTRAS DE ÁGUA POR 

CLAE­DAD 

   

RESUMO 

 

O fluopiram é um fungicida e nematicida pertencente ao grupo químico das benzamidas, que 
atua como inibidor da succinato desidrogenase na cadeia respiratória mitocondrial de fungos. 
Apesar  de  ser  bem  conhecido  em  vários  países,  existem  poucos  estudos  envolvendo  a 
otimização e validação de métodos de extração para determinação do fluopiram em amostras 
de água. Portanto, este estudo teve como objetivo otimizar e validar a extração líquido­líquido 
com purificação em baixa temperatura (ELL­PBT) para determinação do fungicida fluopiram 
em amostras de água utilizando a cromatografia  líquida de alta eficiência com detecção  por 
arranjo de diodos (CLAE­DAD). Foi empregado o planejamento fatorial completo com dois 
níveis e três fatores para otimizar a ELL­PBT que permitiu alcançar uma taxa de recuperação 
próxima de 100% e desvios padrão relativos (DPR) inferiores a 10%. A validação mostrou que 
o método de extração pode ser considerado seletivo, preciso, exato e linear na faixa de 6 a 200 
µg L­1. O  limite de detecção  (LD) e o  limite de quantificação  (LQ)  foram de 4  e 6 µg L­1, 
respectivamente, comprovando a eficiência deste método para determinação deste fungicida em 
amostras de água. A ELL­PBT combinada à análise por CLAE­DAD mostrou um efeito de 
matriz inferior a 8% e foi aplicada no monitoramento de 20 amostras ambientais de água, mas 
nenhum resíduo do fluopiram foi detectado nas amostras. 
 
Palavras­chave: Fluopiram; Fungicida; Benzamida; ELL­PBT. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



49 
 

 

OPTIMIZATION AND VALIDATION OF LIQUID­LIQUID EXTRACTION WITH 

LOW­TEMPERATURE PURIFICATION (LLE­LTP) FOR DETERMINING 

FLUOPYRAM FUNGICIDE IN WATER SAMPLES USING HPLC­DAD 

 

ABSTRACT 

 

Fluopyram  is  a  fungicide  and  nematicide  that  belongs  to  the  chemical  group  benzamide 
pyramid, which acts  as  succinate dehydrogenase  inhibitors on  the mitochondrial  respiratory 
chain of fungi. Despite being well known in several countries, there are few studies involving 
the  optimization  and  validation  of  extraction  methods  for  determining  fluopyram  in  water 
samples. Therefore, this study aimed to optimize and validate the liquid­liquid extraction with 
low­temperature purification (LLE­LTP) to determine fluopyram fungicide in water samples 
using the high­performance liquid chromatography with diode array detection (HPLC­DAD). 
A  two­level  full  factorial  design  was  employed  to  optimize  the  LLE­LTP  which  enabled 
achieving a recovery rate close to 100% and relative standard deviations (RSD) < 10%. The 
validation showed that the extraction method may be considered selective, precise, accurate, 
and linear in the range of 6 to 200 µg L­1. The LOD and LOQ were 4 and 6 µg L­1, respectively, 
proving the efficiency of this method for trace level determination of this fungicide in water 
samples. LLE­LTP coupled to HLPC­DAD analysis showed a matrix effect of less than 8% and 
it was applied in monitoring 20 environmental water samples, but no fluopyram residue was 
detected in the samples. 
 
Keywords: Fluopyram; Fungicide; Benzamide; LLE­LTP. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Fluopiram  (N­[2­[3­cloro­5­(trifluorometil)­2­piridin­2­il]etil]­2  (trifluorometil) 

benzamida) é um fungicida que pertence ao grupo químico das benzamidas, que atua como 

inibidor  da  succinato  desidrogenase  (SDHIs),  bloqueando  a  síntese  de  ATP  na  cadeia 

respiratória  mitocondrial  de  fungos  (GULKOWSKA  et  al.,  2014;  ZHOU  et  al.,  2021)  e 

nematoides. Essa substância tem demonstrado amplo espectro de ação, alta eficácia em baixas 

doses e opções de uso como suspensões ou concentrados emulsionáveis para pulverização de 

plantas cultiváveis (PODBIELSKA et al., 2017) e tratamento de sementes. Portanto, o uso desse 

fungicida,  também  aprovado  em  vários  países  como  nematicida,  conservante  para 

armazenamento  de  produtos  agrícolas,  agente  de  tratamento  de  sementes  e  diversas  outras 

aplicações (ZHOU et al., 2021). 

Embora a comercialização e uso desse agrotóxico já tenha sido aprovado em vários 

países, incluindo China em 2010 (DONG e HU, 2014), Estados Unidos da América (EUA) em 

2012, União Europeia em 2013 (EFSA, 2013; CEBALLOS­ALCANTARILLA et al., 2019) e 

Suíça em 2013, esse fungicida foi autorizado no Brasil somente em 2019 (BRASIL, 2019). 

No  entanto,  atualmente  existem  poucos  estudos  envolvendo  a  otimização  e 

validação  de  métodos  de  extração  para  determinação  do  fluopiram  em  amostras  de  água. 

Apenas  a  extração  em  fase  sólida  (EFS)  foi  otimizada  e  validada  para  este  fungicida  em 

amostras de água (GULKOWSKA et al., 2014; PINASSEAU et al., 2020). Nesse sentido, o 

desenvolvimento  de  novos  métodos  de  extração  de  fácil  execução,  econômico,  eficiente  e 

sensível  para  determinar  contaminantes  ambientais  é  altamente  desejável.  Nesse  contexto, 

trabalhos  anteriores  mostraram  que  a  extração  líquido­líquido  com  purificação  em  baixa 

temperatura  (ELL­PBT) apresentou essas características com sucesso na detecção de outros 

agrotóxicos em amostras de água (PINHO et al., 2010; FREITAS et al., 2021). 

Este  método  consiste  em  promover  uma  mistura  entre  uma  amostra  aquosa  e 

solvente  orgânico,  geralmente  na  proporção  de  1:2  (v:v),  e  submetê­la  a  uma  redução  de 

temperatura  (­20  ºC)  para  congelar  a  fase  aquosa  e  formar  um  sistema  bifásico  devido  ao 

processo de partição. Nesse período, a matriz e seus componentes são aprisionados na estrutura 

do  gelo,  enquanto  o  analito  alvo  migra  para  a  fase  orgânica  líquida,  e  geralmente  não  é 

necessária nenhuma etapa adicional de  limpeza  (MESQUITA et al., 2017; FREITAS et al., 

2020).  Portanto,  o  extrato  pode  ser  analisado  por  técnicas  analíticas,  como  cromatografia 

líquida ou cromatografia gasosa. No entanto, nenhum estudo empregando essa metodologia 

para determinar o fluopiram em amostras de água foi concluído até o momento. 
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Portanto,  este  trabalho  teve  como  objetivo  otimizar  e  validar  a  ELL­PBT 

combinada  à  cromatografia  líquida  de  alta  eficiência  com  detector  por  arranjo  de  diodos 

(CLAE­DAD) para determinação do fungicida fluopiram em amostras de água. 

 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Equipamentos e reagentes 

 

O padrão analítico do fluopiram com pureza superior a 99% (m/m) foi adquirido da 

Sigma­Aldrich (St. Louis, EUA). A solução estoque do fluopiram, na concentração de 20 mg 

L­1, foi preparada em acetonitrila. As soluções de trabalho a 2; 5 e 10 mg L­1 foram preparadas 

diluindo a solução estoque no mesmo solvente e armazenadas a ­20 °C. 

Solventes  de  grau  HPLC  incluindo  acetonitrila  (ACN)  foram  adquiridos  de  J.T. 

Baker  (Phillipsburg,  EUA),  enquanto  acetato  de  etila  (ACT)  e  metanol  (MeOH)  foram 

adquiridos da Dinâmica (Diadema, Brasil) e Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), respectivamente. 

Cloreto  de  sódio  (NaCl)  (99%  m/m)  foi  adquirido  da  Vetec  (Rio  de  Janeiro,  Brasil).  Água 

ultrapura (18,2 MΩ) foi preparada através de um sistema Milli­Q  da  Merck  Millipore 

(Darmstadt, Alemanha) e foi utilizada para preparar a fase móvel aquosa. 

Os equipamentos utilizados  incluem um vortex da Scilogex  (Rocky Hill, EUA), 

uma balança analítica da Shimadzu (São Paulo, Brasil) e uma bomba de vácuo da Prismatec 

(Itu, Brasil). 

 

2.2 Análise cromatográfica 

 

                  A  análise  cromatográfica  foi  realizada  em  um  cromatógrafo  a  líquido  de  alta 

eficiência  acoplado  ao  detector  de  arranjo  de  diodos  (CLAE­DAD,  modelo  1290,  Agilent 

Technologies,  Alemanha)  equipado  com  amostrador  automático,  bomba  quaternária, 

compartimento de coluna termostática e desgaseificador. O volume de injeção foi de 20 μL. O 

monitoramento  do  fluopiram  foi  realizado  no  comprimento de onda (λ) de 270 nm.  As 

condições cromatográficas foram otimizadas para a determinação do fluopiram. As variáveis 

avaliadas são apresentadas na Tabela 1. 
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Tabela 1 ­ Condições cromatográficas otimizadas para análise do fluopiram 

Parâmetros   

Coluna cromatográfica 

Poroshell  (4,6  mm  x  50  mm,  2,7 μm, Agilent 

Technologies)  

Zorbax (2,1 mm x 50 mm, 1,8 μm, Agilent Technologies) 

Composição da fase móvel 
ACN:H2O (100:0; 90:10; e 80:20 v/v) 

MeOH:H2O (100:0; 90:10; e 80:20 v/v) 

Fluxo da fase móvel 

(mL min­1) 

0,3 

0,5 

1,0 

Temperatura da coluna 

(ºC) 

30 

40 

ACN = acetonitrila; MeOH = metanol; H2O = água 

 

 

2.3 Otimização do método de extração 

 

O método de extração líquido­líquido com purificação em baixa temperatura (ELL­

PBT) foi utilizado neste estudo.  Implementamos um planejamento fatorial completo 23 para 

otimizar a ELL­PBT, em que 2 é o número de níveis e 3 é o número de fatores (MUCKOYA et 

al., 2020). 

Os experimentos foram realizados em todas as combinações possíveis, totalizando 

8  experimentos,  realizados  em  triplicata  (Tabela  1).  A  porcentagem  média  de  recuperação 

alcançada em cada teste foi usada como resposta analítica. Os erros associados aos efeitos e 

interações de cada fator foram avaliados pelo teste t, considerando o nível de significância de 

5%. 
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Tabela 2 ­ Ensaios do planejamento fatorial completo 23 para avaliar os efeitos dos fatores na 

ELL­PBT do fluopiram 

  Fatores 

codificados 

(F) 

Fatores 

Ensaios 
F 

(1) 

F 

(2) 

F 

(3) 

(1) Proporção 
ACN:ACT 

(mL) 

(2) Força 

iônica 

 (g de NaCl) 

(3) Tempo de 

congelamento 

(min) 

1  ­  ­  ­  8,0:0,0  0,0  60 

2  ­  ­  +  8,0:0,0  0,0  120 

3  ­  +  ­  8,0:0,0  0,2  60 

4  ­  +  +  8,0:0,0  0,2  120 

5  +  ­  ­  6,5:1,5  0,0  60 

6  +  ­  +  6,5:1,5  0,0  120 

7  +  +  ­  6,5:1,5  0,2  60 

8  +  +  +  6,5:1,5  0,2  120 

F = fatores; ACN = acetonitrila; ACT = acetato de etila 

 

No  procedimento  de  preparo  da  amostra,  4,0  mL  de  água  ultrapura  foram 

adicionados  em  um  frasco  de  vidro  de  22  mL  e  fortificados  com  97,16  µL  da  solução  do 

fluopiram  na  concentração  de  5  mg  L­1  para  obter  uma  concentração  de  121,45  µg  L­1  na 

amostra. A amostra fortificada foi agitada manualmente por 30 segundos e mantida em repouso 

por  30  min  para  permitir  a  integração  do  analito  alvo  com  a  matriz.  Em  seguida,  foram 

adicionados 8 mL da fase extratora e NaCl, conforme indicado na Tabela 2, e a amostra foi 

homogeneizada em vórtex por 1 min. O frasco foi resfriado em freezer a ­20 ºC por 60 ou 120 

min  (Tabela  2).  Em  seguida,  5  mL  do  extrato  foram  completamente  secos  por  fluxo  de  ar 

contínuo e dissolvidos em 400 µL de ACN. Finalmente, a amostra foi filtrada através de um 

filtro de membrana de PTFE (Politetrafluoroetileno) de 0,45 µm. Uma alíquota de 20 μL foi 

injetada no sistema CLAE­DAD. 

A  quantificação  do  fluopiram  nos  extratos  foi  realizada  por  comparação  com  a 

solução padrão preparada no extrato da matriz na mesma concentração. 
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2.4 Validação do método de extração 

 

A validação analítica do método otimizado foi realizada de acordo com as diretrizes 

do  protocolo  SANTE  (SANTE,  2019).  Os  principais  parâmetros  avaliados  foram:  limite  de 

detecção  (LD),  limite  de  quantificação  (LQ),  seletividade,  precisão,  exatidão,  faixa  de 

linearidade e efeito de matriz (EM). Os testes estatísticos foram realizados considerando o nível 

de significância de 5%. 

 

2.4.1 Seletividade 

 

A seletividade do método otimizado foi investigada comparando cromatogramas de 

solução padrão preparada no extrato da matriz e do branco (extrato de matriz livre do fluopiram) 

em seis repetições. O método foi considerado seletivo quando não houve ocorrência de sinais 

cromatográficos atribuídos a interferentes no mesmo tempo de retenção do analito. 

 

2.4.2 Limites de quantificação e detecção  

 

O limite de quantificação (LQ) foi determinado pela matriz fortificada com a menor 

concentração  do  fluopiram  que  pode  ser  quantificada  com  exatidão  e  precisão.  O  LQ  foi 

considerado como sendo dez vezes o sinal do ruído da linha de base do extrato de amostras 

livres de analito (branco) no mesmo tempo de retenção do fluopiram. O LD foi considerado três 

vezes o sinal do ruído da linha de base do extrato de amostras  livres de analito (branco) no 

mesmo tempo de retenção do fluopiram. 

 

2.4.3 Precisão e exatidão 

 

A  precisão  e  exatidão  do  método  foram  avaliadas  através  de  experimentos  de 

fortificação e recuperação da matriz. A precisão foi determinada em sete réplicas independentes 

para a concentração de 80 µg L­1. A precisão foi avaliada pelo desvio padrão relativo (DPR) 

das  repetições,  sendo  o  DPR  inferior  a  20%  considerado  como  critério  de  aceitabilidade 

(RODRIGUES et al., 2019). 

Em seguida, a exatidão do método foi avaliada por meio da recuperação dos analitos 

em três repetições independentes (6; 80 e 160 µg L­1), sendo considerados aceitáveis valores de 

recuperação entre 70 e 120% (SANTE, 2019). 
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2.4.4 Linearidade 

 

A linearidade foi avaliada por curvas analíticas do extrato da matriz com seis níveis 

de concentração (6; 40; 80; 120; 160 e 200 μg L­1) em triplicata. Os parâmetros de regressão 

linear foram analisados pelo método dos mínimos quadrados ordinários (MMQO) e os valores 

extremos (outliers) foram tratados pelo teste de Jackknife, excluindo no máximo 22,2% dos 

dados originais. 

Os testes de Brown e Forsythe, Ryan e Joiner e Durbin­Watson foram aplicados 

para  verificar  a  homocedasticidade,  normalidade  e  independência  da  análise  de  regressão, 

respectivamente. A falta de ajuste de linearidade e significância de regressão foi determinada 

por análise de variância (ANOVA). 

 

2.4.5 Efeito de matriz 

 

O efeito de matriz (EM) foi determinado por meio de duas curvas analíticas, sendo 

uma  em  solvente  (ACN)  e  outra  em  extrato  da  matriz  fortificado,  com  seis  níveis  de 

concentração (6; 40; 80; 120; 160 e 200 μg L­1) em triplicata. Ambas as curvas analíticas foram 

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

matriz foi posteriormente calculado de acordo com a equação 1. 

 

𝐸𝑀 (%) = 1 − 
α matriz 

α solvente 
 𝑥 100                                               (1) 

Onde, 𝛼 𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧: coeficiente angular da curva analítica em extrato da matriz e 𝛼 𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒: coeficiente 

angular da curva analítica em solvente. 

Em que valores entre ­20% e +20% indicaram um EM baixo, entre ­20% e ­50% ou 

entre  +20%  e  +50%  significa  um  EM  médio  e valores  abaixo  de  ­50%  ou  acima  de  +50% 

indicam um alto EM (ECONOMOU et al., 2009; TOMASINI et al., 2012). 

 

2.5 Amostras reais 

 

O método otimizado e validado foi aplicado em 20 amostras reais para verificar a 

sua aplicabilidade. Para  tanto, 5 amostras de águas subterrâneas e 15 de águas superficiais 

foram coletadas em 3 cidades brasileiras: Espírito Santo do Dourado, Silvianópolis e Pouso 

Alegre, no estado de Minas Gerais, Brasil. As amostras desses locais foram escolhidas devido 
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à intensa atividade agrícola próxima aos recursos hídricos, além do provável uso do fluopiram 

nas  lavouras de milho  e  café presentes nesta  região. A Tabela 3  apresenta  as  coordenadas 

geográficas dos locais de coleta das amostras. 

 
Tabela 3 ­ Coordenadas geográficas dos locais de coleta das amostras de água 

 

 

 

 

 

 

Amostra  Coordenadas geográficas  
1  22°11'18,0'' S, 45,60'59,7''W 
2  22°19'05,0'' S, 45°69'13,2''W 
3  22°06'33,3''S, 45°27'58,9''W 
4  22°03'11,9''S, 45°68'21,2''W 
5  21°30'39,6''S, 45°32'38,8''W 
6  21°26'21,5''S, 45°33'18,0''W 
7  21°26'55,7''S, 45°32'14,0''W 
8  21°26'50,7''S, 45°32'13,4''W 
9  21°25'57,9''S, 45°29'86,1''W 
10  21°24'52,7''S, 45°28'18,1''W 
11  21°23'33,3''S, 45°27'14,4''W 
12  21°23'45,4''S, 45°28'22,0''W 
13  21°23'27,9''S, 45°28'29,1''W 
14  21°23'21,8''S, 45°28'41,7''W 
15  21,23'19,7'' S, 45°28'41,9''W 
16  21°23'35,7''S, 45°88'66,5''W 
17  21°50'13,5''S, 45°53'18,4''W 
18  21°22'59,3''S, 45°28'47,5''W 
19  21°22'60,9''S, 45°30'33,2''W 
20  21°22'63,7'' S, 45°30'65,2''W 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1 Otimização das condições cromatográficas 

 

O espectro de absorção na região do ultravioleta da solução padrão do fluopiram a 

1 mg L−1 em acetonitrila é mostrado na Figura 1. 

 

Figura 1 ­ Espectro de absorção na região do ultravioleta da solução padrão do fluopiram a  

1 mg L−1 em acetonitrila. 

 

 
 

Como pode ser visto, os comprimentos de onda de absorbância máxima foram de 

200 e 270 nm. Foram realizadas análises cromatográficas nestes dois comprimentos de onda e 

o cromatograma obtido em 270 nm apresentou menores sinais de  interferência próximos ao 

tempo de retenção do fluopiram (1,17 min). 

Em seguida, avaliamos a coluna cromatográfica e a fase móvel para determinação 

do fluopiram por CLAE­DAD. Os cromatogramas obtidos em cada condição podem ser vistos 

nas Figuras 2 e 3. 
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Figura 2 ­ Cromatogramas da solução padrão do fluopiram na concentração de 1mg L−1 em 

ACN. Temperatura da coluna = 30 ºC, λ = 270 nm, taxa de fluxo = 0,5 mL min­1, coluna 

zorbax, fase móvel: (A) ACN:H2O = 100:0, (B) ACN:H2O = 90:10, (C) ACN:H2O = 80:20, 

(D) MeOH:H2O = 100:0, (e) MeOH:H2O = 90:10 e (f) MeOH:H2O = 80:20. As setas na 

figura indicam o tempo de retenção do fluopiram. 
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Figura 3 ­ Cromatogramas da solução padrão do fluopiram a 1 mg L−1 em ACN. Temperatura 

da coluna = 30 ºC, λ = 270 nm, taxa de fluxo = 0,5 mL min­1, coluna poroshell, fase móvel 

(A) ACN:H2O = 100:0, (B) ACN:H2O = 90:10, (C) ACN:H2O = 80:20, (D) MeOH:H2O = 

100:0, (E) MeOH:H2O = 90:10 e (F) MeOH:H2O = 80:20. As setas na figura indicam o tempo 

de retenção do fluopiram. 

 

 
 

Picos  interferentes  eluindo  no  mesmo  tempo  de  retenção  do  fluopiram  foram 

observados nos cromatogramas obtidos empregando a coluna zorbax em todas as composições 

de  fase  móvel  estudadas,  como  pode  ser  visto  na  Figura  2.  Portanto,  o  monitoramento  do 

fluopiram usando esta coluna analítica não foi seletivo para as fases móveis estudadas. 

Por  outro  lado,  a  análise  utilizando  a  coluna  poroshell  proporcionou  boa 

seletividade  e  resolução,  como  pode  ser  observado  na  Figura  3.  Portanto,  esta  coluna 

cromatográfica foi empregada para este estudo. 

Os  cromatogramas  obtidos  em  cada  composição  de  fase  móvel  estudada  são 

apresentados na Figura 3. Os resultados mostraram que o cromatograma obtido usando a fase 

móvel  ACN:H2O  (90:10  v/v)  revelou  um  sinal  do  fluopiram  com  maior  intensidade  e  sem 

interferência. Portanto, foi escolhida esta composição de fase móvel para este estudo. Estudos 
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anteriores  empregaram  a  mesma  combinação  de  solventes  orgânicos  como  fase  móvel  para 

determinar o fluopiram por CLAE em amostras de água e alimentos (MESQUITA et al., 2017; 

MEKONNEN et al., 2018; LI et al., 2020). 

O  terceiro  parâmetro  avaliado  foi  o  fluxo  de  fase  móvel  (Tabela  1),  e  os 

cromatogramas obtidos são apresentados na Figura 4. A melhor resolução e intensidade para 

monitoramento do fluopiram foram observadas utilizando o fluxo de 0,5 mL min­1. Assim, este 

fluxo foi escolhido como ideal para este estudo. 

 

Figura 4 ­ Cromatogramas da solução padrão do fluopiram a 1 mg L−1 em ACN. Temperatura 

da coluna = 30 ºC, λ = 270 nm, coluna poroshell, fase móvel ACN:H2O = 90:10, taxa de fluxo 

(A) 1,0 mL min­1, (B) 0,5 mL min­1 e (C) 0,3 mL min­1. 

 
 

A  quarta  variável  estudada  foi  a  temperatura  da  coluna  (Tabela  1).  O  tempo  de 

retenção e a intensidade foram semelhantes nas duas condições (Figura 5). No entanto, a área 

cromatográfica  do  pico  atribuído  ao  fluopiram  foi  maior  a  30  ºC,  e  consequentemente  essa 

temperatura foi escolhida. 
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Figura 5 ­ Cromatogramas da solução padrão do fluopiram a 1mg L−1 em ACN. Coluna 

poroshell, λ = 270 nm, fase móvel: ACN:H2O = 90:10; taxa de fluxo = 0,5 mL min­1, 

temperatura da coluna (A) 30 ºC e (B) 40 ºC. 

 

 
 

O  cromatograma  obtido  nas  condições  cromatográficas  otimizadas  para 

determinação do fluopiram por CLAE­DAD é apresentado na Figura 6. O método de extração 

foi otimizado após esta etapa. 

 

Figura 6 ­ Cromatograma da solução padrão do fluopiram a 1 mg L−1 em ACN. Condições 

cromatográficas: volume de injeção = 20 μL, λ = 270 nm, coluna poroshell (4,6 mm x 50 mm, 

2,7 μm, Agilent Technologies), temperatura da coluna = 30 ºC, fase móvel ACN:H2O (90:10 

v/v) e fluxo = 0,5 mL min­1. 
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3.2 Otimização das condições de extração 

 

A otimização da ELL­PBT do fluopiram em amostras de água foi realizada através 

de um planejamento fatorial completo 23, onde todos os fatores independentes são investigados 

simultaneamente  (MAGDY  et  al.,  2021).  Os  três  parâmetros  avaliados  (Tabela  1)  foram 

escolhidos de estudos anteriores (PEREIRA et al., 2019; FREITAS et al., 2020). Observou­se 

nesses estudos que esses parâmetros tiveram influência decisiva no aumento do percentual de 

recuperação. 

Assim, realizamos oito ensaios em triplicata que geraram respostas para estimativa 

de  erros  experimentais  e  para  o  cálculo  da  recuperação  média,  efeitos  de  cada  fator  e  as 

interações entre os fatores para a extração do analito alvo. A porcentagem de recuperação e o 

desvio padrão relativo (DPR) obtidos em cada ensaio do planejamento fatorial completo podem 

ser observados na Tabela 4. 

 

Tabela 4 ­ Delineamento experimental usando planejamento fatorial completo 23 com sua 

resposta analítica obtida 

  Fatores 

codificados 
Fatores 

Resposta 

Ensaios 
F 

(1) 

F 

(2) 

F 

(3) 

(1) Proporção 

ACN:ACT 

(mL) 

(2) Força iônica 

(g de NaCl) 

(3) Tempo de 

congelamento 

(min) 

Recuperação 

± DPR 

1  ­  ­  ­  8,0:0,0  0,0  60  102,5 ± 5,7 

2  ­  ­  +  8,0:0,0  0,0  120  106,3 ± 7,5 

3  ­  +  ­  8,0:0,0  0,2  60  98,7 ± 2,4 

4  ­  +  +  8,0:0,0  0,2  120  94,4 ± 1,0 

5  +  ­  ­  6,5:1,5  0,0  60  101,7 ± 1,6 

6  +  ­  +  6,5:1,5  0,0  120  81,5 ± 11,1 

7  +  +  ­  6,5:1,5  0,2  60  113,4 ± 2,6 

8  +  +  +  6,5:1,5  0,2  120  102,1 ± 1,9 

F = fator; ACN = acetonitrila; ACT = acetato de etila; DPR = desvio padrão relativo 

 

Foi possível observar que o percentual de recuperação dos oito experimentos está 

na faixa de 81,5 a 113,4%, com DPR inferior a 11,1 (Tabela 4). Uma ANOVA foi aplicada para 
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avaliar os resultados analíticos, conforme apresentado no gráfico de Pareto da Figura 7, que 

permite visualizar os principais efeitos e suas interações.  

 

Figura 7 ­ Gráfico de Pareto para visualização dos efeitos das variáveis e sua interação na 

ELL­PBT do fluopiram. 
 

 
                          Efeito (valor absoluto) 
 
F1: proporção de ACN:AC 
F2: força iônica 
F3: tempo de congelamento da amostra 
 
Fonte: elaborado pelo autor 

 

 

   

 

 

A linha tracejada no gráfico de Pareto indica se os fatores ou a interação entre os 

fatores foram estatisticamente significativos a um nível de probabilidade de 95% (p ≤ 0,05) 

(NOMNGONGO e NGILA, 2015; REGTI et al., 2017). 

Não  houve  efeito  estatisticamente  significativo  nos  níveis  avaliados  na  resposta 

analítica para o fator 1 e 2 (fase de extração e força iônica, respectivamente) e na interação entre 

os fatores 2 e 3, como pode ser visto no gráfico de Pareto (Figura 7). Por outro lado, o fator 3 

(tempo) e as interações entre os fatores 1 e 3 foram significativas no nível (­), mostrando­se 

ótimas em níveis baixos. Além disso, as interações entre os fatores 1, 2 e 3 e os fatores 1 e 2 

foram significativas nos níveis (+), ou seja, apresentaram melhor resposta nos níveis altos. 

Uma  representação  gráfica  (apresentada  na  Figura  8)  foi  feita  para  indicar  as 

interações entre os três fatores estudados e a resposta analítica em termos de taxa de recuperação 

(GBASHI et al., 2016; MUCKOYA et al., 2020). 
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Figura 8 ­ Gráficos de superfície de resposta para efeitos interativos entre a fase de extração 

(Fator 1) e força iônica (Fator 2) no tempo de (a) 60 min e (b) 120 min; e os efeitos interativos 

entre a fase de extração (Fator 1) e o tempo de congelamento da amostra (Fator 3) com a força 

iônica no nível (c) (+) e (d) nível (­). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Considerando  o  fator  tempo  no  nível  (­)  (60  min),  observou­se  que  a  maior 

porcentagem de recuperação foi alcançada utilizando a força iônica e a fase de extração no nível 

(+), ou seja, adicionando 0,2 g de NaCl e a fase de extração composta por 6,5 mL de ACN e 

1,5 mL de ACT (Figura 8a). Por outro lado, ao avaliar o tempo no nível (+) (120 min), observou­

se que a maior resposta analítica foi alcançada usando os fatores no nível (­) (ou seja, uma fase 

de extração composta por 8 mL de ACN e sem adição de sais referentes ao fator de força iônica) 

(Figura 8b). 

Nos ensaios utilizando o fator de força iônica no nível (­), ou seja, sem adição de 

sais, verificou­se que as maiores respostas foram alcançadas utilizando 8 mL de ACN como 

fase de extração (nível (­)), e o fator tempo foi não significativo (Figura 8c). No nível (+) (ou 

seja, adição de 0,2 g de NaCl), a força iônica promoveu a extração principal usando a fase de 

extração composta por 6,5 mL de ACN e 1,5 mL de ACT (nível (+)) com o fator tempo no nível 

(­) (60 min) (Figura 8d). 



65 
 

 

Assim,  observamos  que  os  dois  ensaios  que  obtiveram  maiores  respostas  para 

extração do fluopiram foram o ensaio 2: fase de extração com ACN (8 mL), sem adição de sais 

para aumentar a força iônica e tempo de congelamento da amostra de 120 min; e o ensaio 8: 

fase de extração composta por 6,5 mL de ACN e 1,5 mL de ACT, força iônica com adição de 

0,2 g de NaCl e tempo de congelamento da amostra de 60 min. As percentagens de recuperação 

em  ambos  os  ensaios  foram  próximas  de  100%.  Assim,  além  dessa  resposta  analítica,  os 

cromatogramas obtidos em cada experimento foram avaliados para verificar a seletividade do 

método.  

Conforme  mostrado  nos  cromatogramas  apresentados  na  Figura  9,  uma  maior 

intensidade de  sinais  atribuídos  a  interferentes  e  maior  ruído de  linha de  base no  tempo de 

retenção (1,17 min) do analito alvo foi observado quando ACN:ACT foi usado como fase de 

extração do que a fase de extração composta pela ACN.  

 

Figura 9 ­ Cromatogramas (A) do extrato branco e (B) do extrato da matriz fortificada obtido 

usando a fase de extração composta por acetonitrila (ACN); e cromatogramas de (C) o extrato 

em branco e (D) o extrato de matriz fortificado obtido usando a fase de extração composta por 

Acetato de etila (ACT). 

 



66 
 

 

Estudos  anteriores  que  utilizaram  ELL­PBT  também  relataram  que  essa  fase  de 

extração resultou em maior presença de impurezas no extrato injetado (SANTANA et al., 2018; 

FREITAS et al., 2021;). Esses interferentes podem resultar em maiores valores de LQ, causar 

efeito de matriz significativo, afetar a seletividade do método e, consequentemente, afetar a 

quantificação confiável do analito alvo. Além disso, as impurezas também podem danificar o 

instrumento (MA et al., 2020). 

Os  métodos  de  preparação  de  amostras  para  análise  de  pesticidas  devem  ter  as 

seguintes  características  analíticas  desejadas:  uma  porcentagem  de  recuperação  próxima  a 

100%, remover possíveis compostos interferentes para melhorar a seletividade e evitar o efeito 

indesejável  da  matriz,  permitir  aumentar  a  concentração  do  analito  alvo  e,  portanto,  a 

sensibilidade do ensaio e possuir boa precisão (HERCEGOVÁ et al., 2007). Por todas essas 

razões, decidimos que a fase de extração constituída por 8  mL de ACN era ideal para a extração 

do fluopiram em amostras de água, pois o sinal de interferência tem uma área cromatográfica 

desprezível e não interfere na determinação do limite de quantificação. 

Considerando todos os experimentos em que essa fase de extração foi utilizada, as 

melhores condições de extração do fluopiram foram alcançadas no ensaio 2. Portanto, o nível 

ótimo  de  cada  fator  avaliado  no  procedimento  final  foi:  (1)  fase  de  extração  no  nível  (­), 

consistindo em 8 mL de ACN; (2) força iônica no nível (­), ou seja, sem adição de sais; e (3) 

tempo de congelamento da amostra no nível (+), ou seja, 120 min. 

Assim, verificou­se que o planejamento fatorial completo foi útil para analisar as 

principais respostas obtidas em cada experimento, e uma análise dos cromatogramas obtidos 

permitiu  identificar a  seletividade e  sensibilidade do método para obter melhores  resultados 

analíticos e quantificação confiável do  fluopiram por ELL­PBT seguido por análise CLAE­

DAD. Após esta etapa de otimização do preparo da amostra, procedeu­se à validação analítica 

do método proposto. 

 

3.3 Validação 

 

O  método  proposto  neste  estudo  foi  validado  de  acordo  com  os  critérios  do 

protocolo SANTE (SANTE, 2019). Foram avaliados seletividade, os limites de quantificação 

(LQ) e detecção (LD), precisão, exatidão, faixa de linearidade e efeito de matriz. 
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3.3.1 Seletividade 

 

Os cromatogramas do extrato  em branco não apresentaram sinais  atribuídos  aos 

interferentes eluindo no mesmo tempo de retenção (1,17 min) do fluopiram, como pode ser 

visto  na  Figura  10.  Portanto,  o  método  ELL­PBT  seguido  pela  análise  CLAE­DAD  foi 

considerado seletivo para este analito alvo. 

 

Figura 10 ­ Cromatogramas do (A) extrato da matriz livre dos analitos e (B) extrato da matriz 

fortificada com fluopiram, na concentração de 120 μg L­1.  

                         

                                                                                                                          
 

3.3.2 Limites de quantificação e detecção  

 

Os valores de LD e LQ obtidos no método ELL­PBT seguido de CLAE­DAD foram 

4 e 6 μg L­1, respectivamente (Tabela 5). Recomenda­se que o valor do LQ seja inferior ou da 

mesma ordem de grandeza que os limites máximos de resíduos (LMRs) ou o nível de resíduos 

permitido. No entanto, valores de LMRs para o  fluopiram em água não  foram encontrados, 

provavelmente  porque  é  um  pesticida  relativamente  novo  (MEKONNEN  et  al.,  2018; 

VARGAS‐PÉREZ, GONZÁLEZ e FRENICH, 2020). No entanto, valores de LQ na faixa de 5 

a 10 μg kg­1  foram relatados em estudos  anteriores que analisaram o  fluopiram em frutas  e 

amostras de hortaliças pelo método QuEChERS (; MATADHA et al., 2019; VARGAS‐PÉREZ, 

GONZÁLEZ e FRENICH, 2020), extração líquido­líquido e extração em fase sólida (SAHA et 

al.,  2014).  Assim,  os  valores  de  LQ  alcançados  neste  estudo  estão  dentro  dos  valores 

encontrados na literatura. 
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Tabela 5 ­ Resultados do estudo de validação analítica da ELL­PBT combinada à CLAE­

DAD 

Faixa de 

linearidade 

(μg L­1) 

Equação da reta  R2 

Recuperação ± DPR (%)  LD  LQ 

6,0 μg L­1 

a 

80 μg L­1  

b 

160 μg L­1 

a 

(μg L­1) 

6 – 200 
y = 69366,0x – 

129939,7 
0,9997  107,5±1,2  103,8±2,5   107,6±3,1 

4 

 

6 

a Média de 3 repetições; b Média de 7 repetições; R2 = coeficiente de correlação; DPR = desvio 

padrão relativo; LD = limite de detecção; LQ = limite de quantificação. 

 

3.3.3 Precisão e exatidão 

 

A precisão e exatidão foram determinadas simultaneamente por experimentos de 

fortificação e recuperação. O método ELL­PBT seguido pela análise CLAE­DAD foi preciso e 

exato para determinar o fluopiram em amostras de água, pois os valores de DPR obtidos foram 

inferiores à 4% e as taxas de recuperação estão entre 103 e 108%, como pode ser visto na Tabela 

5, e conforme estabelecido pelas diretrizes da SANTE (SANTE, 2019). 

 

3.3.4 Linearidade 
 

A linearidade do método otimizado foi determinada por curvas analíticas em extrato 

da  matriz  em  seis  níveis  de  concentração  (6;  40;  80;  120;  160 e 200 μg L­1)  em  triplicata, 

conforme pode ser observado na Figura 11A.  
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Figura 11 ­ (A) Curvas analíticas da solução do fluopiram em solvente e extrato de matriz; 

(B) Resíduos de regressão linear após a exclusão dos valores extremos. ei: resíduo da 

regressão (teste de Jackknife); (C) Probabilidade normal dos resíduos da regressão (teste de 

Ryan­Joiner); (D) Autocorrelação dos resíduos da regressão (teste de Durbin­Watson). 

 

(A)                                                          

 
 

(B) 
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(C)                                                                           

 
(D) 

                                                                                                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Essa  faixa  de  linearidade  incluiu  o  valor  do  LQ  (6  μg L­1)  e  a  concentração  de 

fortificação da amostra (120 μg L­1).  O  teste  Jackknife  foi  empregado  para  excluir  quatro 

valores  extremos  (Figura  11B).  Em  seguida,  aplicou­se  o  método  dos  mínimos  quadrados 

ordinários (MMQO), obtendo­se os coeficientes de inclinação, de interseção e de determinação 

(R2), que podem ser observados na Tabela 5  e na Figura 11A. A probabilidade normal dos 

resíduos  foi confirmada pelo  teste de Ryan­Joiner, uma vez que o coeficiente de correlação 

obtido (0,98121) foi superior ao coeficiente de correlação crítico (0,9351) (Figura 11C). O valor 

tL (­0,548) obtido no teste de Brown­Forsythe foi inferior ao valor tcrítico (2,179) e a distribuição 

dos  resíduos  foi  homogênea  ao  longo  dos  níveis  de  concentração,  confirmando  assim  a 
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homocedasticidade  dos  resíduos  da  regressão.  O  teste  de  Durbin­Watson  foi  aplicado  para 

avaliar  a  independência  dos  resíduos  da  regressão  e  os  resultados  não  apresentaram 

autocorrelação  e  uma  distribuição  aleatória  desses  resíduos  nos  quatro  quadrantes  da 

representação gráfica observada na Figura 11D. 

Os  resultados  da  ANOVA  (Tabela  6)  confirmaram  regressão  significativa  (F  > 

Fcrit)  e  desvio  de  linearidade  não  significativo  (F  <  Fcrit).  Portanto,  o  método  ELL­PBT 

seguido de análise por CLAE­DAD pode ser considerado linear para determinação do fluopiram 

em amostras de água na faixa de 6 a 200 μg L­1. 

 

Tabela 6 ­ ANOVA para a significância da regressão e desvio da linearidade 
  Regressão  Desvio da linearidade 

n  14  14 

Fcrit  4,75  3,84 

F  4,88 x 104  1,12 

n: número de observações; Fcrit: crítico; F: razão entre variações 
 

3.3.5 Efeito de matriz 

 

O efeito de matriz foi calculado comparando os coeficientes angulares (inclinação) 

obtidos a partir das curvas analíticas no extrato da matriz e no solvente (ou seja, ACN) (Figura 

12a), obtendo um valor de 8,2%. Estudos anteriores consideraram este valor como um baixo 

efeito de matriz (ECONOMOU et al., 2009; TOMASINI et al., 2012) e pode representar um 

pequeno  aumento  nas  áreas  cromatográficas  do  sinal  atribuído  ao  analito  alvo  (NIESSEN, 

MANINI  e  ANDREOLI,  2006).  Um  trabalho  anterior  realizado  com  a  matriz  aquosa  e 

empregando  extração  em  fase  sólida  detectou  um  efeito  matriz  inferior  à  15  %  para  águas 

superficiais e inferior à 25 % para águas residuais (GULKOWSKA et. al., 2014). 

 

3.4 Aplicabilidade da amostra real 

 

A aplicabilidade do método otimizado e validado neste estudo foi avaliado por meio 

da análise de 20 amostras reais de água ambiental coletadas em recursos hídricos com provável 

contaminação pelo analito alvo. No entanto, nenhum resíduo do fluopiram em concentração 

superior aos valores de LD e LQ foi detectado nas amostras. 
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3.5 Comparação entre métodos de extração 

 

Até o momento, poucos estudos foram realizados para desenvolver um método de 

extração para determinação do fluopiram em amostras de água, como pode ser observado na 

Tabela 7, somente a extração em fase sólida (EFS) seguida de análise por CLAE­EM/EM foi 

empregada. Os resultados alcançados por Pinasseau et al. (2020) resultou em baixas taxas de 

recuperação. Por outro lado, o estudo realizado por Gulkowsk et al. (2014) resultou em limites 

extremamente baixos de quantificação e detecção, como também pode ser observado na tabela 

abaixo. 
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Tabela 7 ­ Métodos de extração do fluopiram em amostras de água e em outras matrizes 

 

 

 

Método 

de 

extração 

Equipamento 

de 

análise 

Amostra  Volume  

da  

amostra 

Volume 

do 

solvente 

 

LD 

(µgL­1) 

LQ 

(µgL­1) 

Taxa  

de  

recuperação 

(%) 

Referência 

ELL­PBT  CLAE­DAD  Água  4 mL  8 mL  4  

 

6   ~100  Este estudo 

EFS  CLAE­

EM/EM 

Água 

subterrânea 

30 mL  10 mL  ­  ­  51,2 ± 7,4  Pinasseau  et al. (2020) 

EFS­CLAE  CL­EM/EM  Águas 

superficiais 

e  

águas 

residuais 

­  ­  1,10 ­4   
à 

5,10 ­4 

5,10 ­4 
à 
2,10 ­3 

> 90  Gulkowska et al. (2014) 
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Continuação da Tabela 7 ­ Métodos de extração do fluopiram em amostras de água e em outras matrizes 

 
ELL­PBT ­ Extração Líquido­Líquido com Purificação em Baixa Temperatura; EFS  ­ Extração em Fase Sólida; QuEChERS  ­ Rápido, Fácil, 
Barato, Eficaz, Robusto e Seguro; CLAE­DAD ­ cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por arranjo de diodos; CLAE­EM/EM ­ 
cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massas com triplo quadrupolo; CL­EM/EM: cromatografia líquida acoplada 
à  espectrometria  de  massas  com  triplo  quadrupolo.;  CG/EM  ­  Cromatografia  gasosa  acoplada  à  espectrometria  de  massa;  LQ  ­  Limite  de 
Quantificação; LD ­ Limite de Detecção. 

QuEChERS  CL­EM/EM  Pimentão, 

tomate e 

solo 

10 g  10 mL  1,5  5  80­94  Mathada et al. (2021) 

QuEChERS  CG/EM  Romã 

(fruto) 

10 g  10 mL  2,0  10  8,06–100,51  Mathada et al. (2019) 

QuEChERS  CL­EM/EM  Solo  10 g  20 mL  2,5  8,3  80,6 – 93,5  Mahdavi et al. (2021) 

QuEChERS  CG/EM  Solo  15 g  10 mL  3,0  10  88,6 – 98,0  Mohapatra et al. (2018) 

QuEChERS  CL­EM/EM  Solo e 

pepino 

15 g  20 mL  17  50  86,6 – 92,7  Chawla et al. (2018) 

QuEChERS  CG/EM  Solo  15 g  20 mL  17  50  96,0 – 107,0  Katna et al. (2018) 
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O  método  otimizado  e  validado  em  nosso  estudo  utilizou  um  volume  menor  de 

amostra e fase extratora em relação aos métodos de extração já desenvolvidos, como pode ser 

visto na Tabela 7. A taxa de recuperação e os valores de LD e LQ alcançados em nosso trabalho 

foram semelhantes aos encontrados para o fluopiram em outras matrizes como solos e frutos, 

porém  nossos  LD  e  LQ  foram  superiores  aos  alcançados  por  Gulkowska  et  al.,  (2014) 

(MATADHA, MOHAPATRA e SIDDAMALLAIAH, 2021). 

É importante destacar que uma das principais vantagens do método ELL­PBT é a 

ausência de uma etapa de limpeza, o que torna o método mais rápido e fácil de executar. Além 

disso, este método tem se mostrado de fácil execução, pois possui poucas etapas e também é 

mais barato que outros métodos que empregam equipamentos ou cartuchos de extração em fase 

sólida. Por  todas essas  razões, entendemos que a ELL­PBT é uma alternativa  interessante e 

promissora para a determinação do fluopiram em amostras aquosas. 
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4  CONCLUSÃO 

 

Neste estudo, otimizamos e validamos o método de ELL­PBT para determinação 

do  fluopiram  em  amostras  de  água.  Este  método  mostrou­se  de  fácil  execução,  sensível, 

eficiente, eficaz e econômico. A metodologia foi seletiva, precisa, exata,  linear e com baixo 

efeito de matriz na determinação do fluopiram em amostras de água. Os limites de quantificação 

obtidos foram semelhantes a um trabalho anterior realizado para outras matrizes e utilizando 

outros  métodos  de  extração.  Portanto,  a  ELL­PBT  pode  ser  considerado  uma  alternativa 

eficiente para monitorar o fluopiram em amostras de água. 
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CAPÍTULO 3.  OTIMIZAÇÃO E VALIDAÇÃO DA EXTRAÇÃO SÓLIDO­LÍQUIDO 

COM PURIFICAÇÃO EM BAIXA TEMPERATURA (ESL­PBT) MINIATURIZADA 

PARA DETERMINAÇÃO DE FLUOPIRAM EM DIFERENTES TIPOS DE SOLO 

 

  RESUMO 

 
O  fluopiram  é  um  fungicida  que  também  pode  ser  utilizado  como  nematicida  em  áreas 
agrícolas. Em 2019, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) autorizou 
a comercialização e uso dessa molécula na agricultura brasileira, porém ainda são escassos os 
estudos envolvendo o desenvolvimento de método de extração e quantificação deste composto 
em matrizes ambientais como água e solo. Por isso, o presente estudo teve como objetivo a 
otimização  e  validação  da  versão  miniaturizada  do  método  de  extração  sólido­líquido  com 
purificação em baixa temperatura (ESL­PBT) para determinação deste composto em amostras 
de  solos  arenosos,  argilosos  e  com  textura  média.  Neste  estudo,  todas  as  análises  foram 
realizadas por cromatografia em fase gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG­EM) no 
modo de monitoramento de  íons  selecionados  (SIM do  inglês Selected  Ion Monitoring). Os 
resultados  revelaram  que  as  porcentagens  de  recuperação  do  analito  nos  três  tipos  de  solos 
variaram de 86 a 114% com desvio padrão relativo inferior a 15%. Além de empregar menores 
quantidades de reagentes e amostra, o método ESL­PBT miniaturizado se apresentou seletivo, 
preciso, exato, linear na faixa de 3 a 210 µg kg­1 e atingindo limite de quantificação inferior a 
3 µg kg­1 para os três tipos de solos. O método de extração otimizado e validado foi aplicado 
em 30 amostras reais coletadas em regiões de cultivo de café, porém não foi detectada nestas 
amostras nenhum resíduo deste composto. 
 

Palavras­chave:  Fluopiram;  ESL­PBT  miniaturizada;  Fungicida  do  grupo  benzamida 
piramida, 
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OPTIMIZATION AND VALIDATION OF THE MINIATURIZED SOLID­

LIQUID EXTRACTION WITH LOW TEMPERATURE PURIFICATION 

(SLE­LTP) METHOD FOR DETERMINING FLUOPYRAM IN DIFFERENT 

SOIL TYPES 
 

ABSTRACT 

 

Fluopyram  is a  fungicide which can also be used as a nematicide  in agricultural areas. The  
Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply (MAPA) authorized the commercialization 
and use of this molecule in Brazilian agriculture in 2019, but studies involving the development 
of an extraction and quantification method of this compound in environmental matrices such as 
water and soil are still scarce. Therefore, the present study aimed to optimize and validate the 
miniaturized  version  of  the  solid­liquid  extraction  with  low  temperature  purification  (SLE­
LTP)  method  for  determining  this  compound  in  sandy,  clayey  and  medium­textured  soil 
samples. All analyzes in this study were performed by gas chromatography coupled to mass 
spectrometry (GC­MS) in SIM mode (Selected Ion Monitoring). The results revealed that the 
analyte recovery percentages in  the three soil  types ranged from 86 to 114% with a  relative 
standard deviation of less than 15%. In addition to employing smaller amounts of reagents and 
sample, the miniaturized SLE­LTP method was selective, precise, exact, and linear in the range 
from 3 to 210 µg kg­1, and reached a quantification limit lower than 3 µg kg­1 for the three soil 
types. The optimized and validated extraction method was applied to 30 real samples collected 
in coffee growing regions, but no residue of this compound was detected in these samples. 
 

Keywords: Fluopyram; Miniaturized SLE­LTP; Benzamide pyramidal fungicide. 
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1 INTRODUÇÃO 

   

O  fluopiram,  (N­[2­[3­cloro­5­(trifluorometil)­2­piridin­2­il]etil]­2(trifluorometil) 

benzamida),  é  um  fungicida  e  nematicida  desenvolvido  pela  Bayer  Crop  Science,  o  qual 

apresenta  amplo  espectro  de  atuação  e  pertence  ao  grupo  das  benzamidas  piramidas.  Este 

fungicida  atua  inibindo  a  enzima  succinato  desidrogenase  no  complexo  II  da  cadeia 

transportadora de elétrons das mitocôndrias  (LABOURDETTE  et al., 2011; VELOUKAS e 

KARAOGLANIDIS, 2012). Apesar da molécula do fluopiram já ser bem conhecida em vários 

países da Europa, dos Estado Unidos e também da Austrália, no Brasil, este composto teve sua 

comercialização e uso autorizados somente no ano de 2019. 

O  Instituto  Brasileiro  do  Meio  Ambiente  e  dos  Recursos  Naturais  Renováveis 

(IBAMA) classificou este fungicida como um produto muito perigoso ao meio ambiente, o qual 

pode  afetar  a  atividade  microbiológica  do  solo  e,  consequentemente,  na  sua  produtividade 

(ZHANG et al., 2014; BRASIL, 2019). Neste sentido, estudo recente tem revelado que este 

composto é persistente e pode ser detectado no solo em até 80 dias após a aplicação em culturas 

de pimentão (MATADHA et al., 2021). 

Devido  a  sua  recente  inserção  na  agricultura  brasileira,  ainda  não  há  estudos 

relacionados aos métodos de extração e detecção deste composto em solos brasileiros. Até onde 

sabemos, apenas o método QuEChERS (do inglês Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and 

Safe)  e  a  extração  sólido­líquido  foram  otimizados  e  validados  para  este  composto  no  solo 

(DONG e HU, 2014; PATEL et al., 2016; MOHAPATRA et al., 2018; CHAWLA et al., 2018; 

KATNA  et  al.,  2018;  MAHDAVI et  al.,  2021;  ZHOU  et  al.,  2021). Embora estes métodos 

tenham se mostrado muito eficiente e sensível, é recomendável o desenvolvimento de novos 

métodos de extração que possam ser mais simples, fáceis de executar, sensíveis, eficientes e 

baratos.  Nesse  sentido,  trabalhos  anteriores  mostraram  que  a  extração  sólido­líquido  com 

purificação a baixa temperatura (ESL­PBT) tem reunido estas características quando aplicada 

a outros contaminantes ambientais (PINHO et al., 2010; MESQUITA et al., 2017; SANTANA, 

SOARES  e  FARIA,  2018;  HELENO  et  al.,  2019).  Por  isso,  recentemente,  uma  variação 

miniaturizada deste método  foi otimizado e validado para monitorar pesticidas  em matrizes 

biológicas. Neste estudo, foi observado elevadas taxas de recuperação do analito, empregando 

menor quantidade de reagentes e amostra, além de manter a principal vantagem desse método 

que tem sido a extração e limpeza dos extratos em uma única etapa (SILVA et al., 2021). 

Em um estudo anterior, a Empresa Brasileira de Agropecuária (Embrapa) definiu 

que no Brasil existem, pelo menos, 13 tipos de classes de solos que se diferenciam por suas 
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características  químicas,  físicas  e  morfológicas  (DOS  SANTOS  et  al.,  2018).  Essa 

complexidade  da  matriz  solo  pode  influenciar  na  taxa  de  recuperação  de  contaminantes 

químicos, como foi verificado em trabalho anterior de Đurović, Gajić­Umiljendić e Đorđević 

(2009). Por este motivo, neste estudo foi escolhido três tipos de solos com diferentes texturas e 

teores de matéria orgânica para garantir a aplicabilidade do método de extração. 

Por isso, este estudo teve por objetivo otimizar e validar a versão miniaturizada da 

ESL­PBT seguida pela análise por cromatografia em fase gasosa acoplada à espectrometria de 

massas (CG­EM) para determinação de fluopiram em solos arenosos, argilosos e com textura 

média. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Reagentes 

 

O padrão de  fluopiram com pureza de 98%  foi adquirido da Sigma­Aldrich  (St. 

Louis, EUA). A solução estoque de fluopiram a 100 mg L­1 e as soluções intermediárias e de 

trabalho nas concentrações 20; 5; 1; e 0,5 mg L­1 foram preparadas em acetonitrila grau HPLC 

e armazenadas em frascos âmbar a  ­20  ºC. Acetonitrila grau HPLC foi adquirido da Merck 

(Darmstadt,  Alemanha).  Acetonitrila  grau  PA  foi  adquirida  da  Êxodo  Científica  (Sumaré, 

Brasil). Acetato de etila grau HPLC foi adquirido da Dinâmica (Indaiatuba, Brasil). Sulfato de 

sódio (Na2SO4) anidro foi adquirido da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). 

 

2.2 Amostras de solos 

 

                   Amostras de solos do  tipo arenoso, argiloso e de  textura média  foram coletadas 

respectivamente na zona rural de Montes Claros (16º52’47’’S 43º50’49’’W), zona rural de 

Francisco  Sá  (16º29’55’’S 43º31’35’’W) e em área experimental do Instituto de Ciências 

Agrárias da Universidade Federal de Minas Gerais (16º40’59’’S 43º50’16’’W) na profundidade 

de 30 cm. Os solos foram homogeneizados, peneirados em tamiz de 1 mm e armazenados no 

laboratório em frascos de vidro. A caracterização físico­química dos três solos é apresentada na 

Tabela 1. 
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Tabela 1 ­ Caracterização físico­química dos solos 

  Solo Arenoso  Solo Argiloso  Solo de textura média 
pH em água  6,30  6,93  6,69 
Fósforo Mehlich (mg kg­1)  1,68  42,00  291,67 
Potássio (mg kg­1)  10,00  1721,00  201,57 
Cálcio (g kg­1)  0,08  2,29  1,82 
Magnésio (mg kg­1)  17,60  694,00  150,33 
Alumínio (g kg­1)  0,05  8,18  6,03 
Soma de bases (cmol dm­3)  0,81  0,43  0,22 
CTC efetiva (cmol dm­3)  1,62  2,25  1,56 
Saturação por alumínio (%)  50,00  80,72  85,94 
Matéria Orgânica (g kg­1)  9,60  118,74  92,23 
Areia (%)  64,00  10,00  38,00 
Silte (%)  8,00  48,00  30,00 
Argila (%)  28,00  42,00  32,00 

CTC = Capacidade de troca cátion­iônica 

 

2.3 Equipamentos  

 

                   No preparo das amostras  foram utilizados uma balança analítica Shimadzu  (São 

Paulo, Brasil), um vórtex da Scilogex  (Rocky Hill,  EUA) e uma centrífuga da Kindly  (São 

Paulo, Brasil).  

 

2.4 Otimização das condições cromatográficas 

 

                   As  análises  dos  extratos  foram  realizadas  baseando­se  nas  condições 

cromatográficas descritas por Dong e Hu (2014). O tempo de análise cromatográfica foi o único 

parâmetro otimizado nesta etapa. As análises foram realizadas em cromatógrafo a gás modelo 

7890A  acoplado  a  um  espectrômetro  de  massas  modelo  5975C,  ambos  da  Agilent 

Technologies,  e  uma  coluna  capilar  SLB­5  MS  (Sigma  Aldrich,  St.  Louis,  EUA)  com  fase 

estacionária 5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano (30 m comprimento x 0,25 mm diâmetro 

interno x 0,25 µm espessura do filme interno). O gás de arraste utilizado foi o hélio (99,9999%) 

a um fluxo de 1 mL min­1. A temperatura do injetor foi mantida em 260 ºC, sendo que 1 µL do 

extrato foi injetado no modo splitless utilizando o auto injetor CombiPAL. A temperatura inicial 

da coluna foi 120 ºC aumentando a uma taxa de 20 ºC min­1 até 220 ºC, permanecendo nesta 

temperatura por 1 min. Em seguida, a temperatura foi elevada a uma taxa de 5 ºC min­1 até 250 

ºC. O tempo total da análise cromatográfica foi de 12 min. A temperatura da interface e da fonte 

de  íons  foram  280  ºC  e  230  ºC,  respectivamente.  O  detector  espectrômetro  de  massas  foi 
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utilizado no modo de ionização por impacto de elétrons a 70 eV e analisador de massas do tipo 

quadrupolo. Inicialmente analisou­se um padrão de 5 mg L­1 no modo scan para obtenção do 

cromatograma de íons totais, e após a seleção dos íons de maior abundância adotou­se o modo 

seletivo de íons (MIS). Os íons selecionados foram m/z 145, 173, 195, 223. 

 

2.5 Otimização do método de extração  

 

Na  otimização  do  preparo  de  amostras  foram  avaliadas  duas  fases  extratoras 

(acetonitrila e acetonitrila/acetato de etila), a versão tradicional do método ESL­PBT utiliza 4 

g de amostra, 4 mL de água e 8 mL de solvente orgânico (PINHO et al., 2010), já a versão 

miniaturizada  deste  método  empregou  1  g  de  amostra,  1  mL  de  água  e  2  mL  de  solvente 

orgânico. 

O método de extração empregado neste estudo foi o que obteve melhores resultados 

experimentais e está de acordo ao estudo de Silva et al. (2021) que miniaturizou a extração 

líquido­líquido  com  purificação  em  baixa  temperatura  (ELL­PBT)  para  determinação  de 

pesticidas em amostras biológicas. Assim, 1 mL de água destilada foi adicionada a um vial de 

5  mL  contendo  1  g  de  solo  e  homogeneizado  em  vórtex  por  30  s.  Adicionou­se  2  mL  de 

acetonitrila e homogeneizou novamente por 30 s. Após 15 min de repouso as amostras foram 

congeladas à ­20 ºC por 1 h. Em seguida, 1 mL da fase orgânica sobrenadante foi transferida 

para um tubo de centrífuga, de 15 mL, contendo 130 mg de sulfato de sódio anidro e levado 

ao vórtex por 30 s. Após esta etapa, os tubos contendo os extratos foram centrifugados a 4000 

rpm por 5 min, sendo que 800 µL do sobrenadante foi transferido para um vial de injeção e 

analisado por CG­EM. 

 

2.6 Validação do método de extração 

 

Para  a  validação  do  método  seguiu­se  os  critérios  recomendados  por  SANTE 

(2021). Para isso, foram estudados os parâmetros seletividade, limite de detecção (LD), limite 

de quantificação (LQ), faixa de linearidade, exatidão, precisão e efeito de matriz. 

A seletividade foi estudada comparando cromatogramas de extrato da matriz livre 

do  fluopiram  (extrato  branco)  com  cromatogramas  do  extrato  da  matriz  fortificado  com  o 

fluopiram, na concentração de 90 µg kg­1. A ausência de sinais cromatográficos no tempo de 

retenção do fluopiram no cromatograma do extrato branco, assegura a seletividade do método. 

Os  limites de detecção e quantificação foram considerados como sendo a menor 
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concentração de fluopiram na matriz que resultou em um sinal cromatográfico com 3 e 10 vezes 

a relação sinal ruído no tempo de retenção do fluopiram, respectivamente. 

A  faixa  de  linearidade  do  método  foi  estudada  por  meio  da  curva  analítica  de 

calibração empregando extratos da matriz fortificados em triplicata nas concentrações de 2; 10; 

50; 90; 130; 170 e 210 µg kg­1 para o solo arenoso e 3; 10; 50; 90; 130; 170 e 210 µg kg­1 para 

os solos argiloso e textura média. Os dados foram submetidos à análise de regressão linear pelo 

método dos mínimos quadrados ordinários e testes estatísticos descritos por Souza e Junqueira 

(2005). 

A exatidão foi estudada com testes de recuperação em triplicata nas concentrações 

de 2; 90 e 170 µg kg­1 para o solo arenoso e 3; 90 e 170 µg kg­1 para os solos argiloso e textura 

média. Para a  aceitabilidade do método a porcentagem de  recuperação deve estar dentro da 

faixa de 70 a 120%. 

A  precisão  foi  estudada  com  testes  de  recuperação  com  sete  repetições  na 

concentração de 90 µg kg­1. Para a aceitabilidade do método o desvio padrão relativo (DPR) 

deve ser inferior a 20%. 

O efeito de matriz foi estudado, assim como descrito por Chamkasem e Harmon 

(2016), analisando as curvas analíticas de calibração de extratos fortificados com as curvas 

analíticas preparadas com o padrão em solvente puro, nas mesmas concentrações. O efeito de 

matriz foi calculado como a razão entre o coeficiente angular da curva analítica de calibração 

em  extrato  da  matriz  fortificado  e  o  coeficiente  angular  da  curva  analítica  preparada  em 

solvente, multiplicado por 100, como pode ser observado na equação abaixo. 

 

Efeito de Matriz (EM) = 1 − 
∝matriz

∝solvente
 x 100 

Em que, αmatriz é o coeficiente angular na curva analítica no extrato da matriz; 

αsolvente é o coeficiente angular na curva analítica em solvente. 

 

2.7 Aplicação em amostra real 

 

O fluopiram é autorizado, no Brasil, para uso em culturas do café. Por isso, neste 

estudo, nós coletamos 30 amostras de solos de diferentes regiões produtoras de café da região 

Sul do Estado de Minas Gerais  para  avaliar  a presença de  traços do  fluopiram no  solo. A 

Tabela 2 apresenta as coordenadas geográficas dos locais de coleta das amostras. 
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Tabela 2 ­ Coordenadas geográficas dos locais de coleta das amostras de solo 

Amostra  Coordenadas geográficas  
   
1  21°49'54.9"S, 45°27'32.0"W 
2  21°49'53.5"S, 45°53'19.7"W 
3  21°50'04.2"S, 45°53'30.7"W 
4  21°50'06.7"S, 45°53'40.6"W 
5  21°49'11.6"S, 45°53'35.5"W 
6  21°48'55.6"S 45°54'46.9"W 
7  21°48'44.6"S 45°55'03.2"W 
8  21°48'27.8"S 45°55'07.1"W 
9  21°48'14.9"S 45°55'23.3"W 
10  21°48'11.5"S 45°55'33.1"W 
11  21°48'10.9"S 45°55'42.3"W 
12  21°48'03.8"S 45°55'49.1"W 
13  21°48'02.6"S 45°55'59.7"W 
14  21°48'04.5"S 45°56'15.1"W 
15  21°47'24.2"S 45°56'33.3"W 
16  21°47'29.6"S 45°56'27.4"W 
17  21°47'23.0"S 45°56'27.0"W 
18  21°47'17.8"S 45°56'11.5"W 
19  21°47'12.3"S 45°56'04.5"W 
20  21°47'14.8"S 45°56'17.7"W 
21  21°45'06.5"S 45°56'58.0"W 
22  21°45'20.0"S 45°57'15.8"W 
23  21°47'43.3"S 45°59'13.5"W 
24  21°47'36.9"S 45°59'04.1"W 
25  21°47'42.3"S 45°59'03.9"W 
26  21°47'48.6"S 45°59'11.8"W 
27  21°48'04.5"S 45°59'22.2"W 
28  21°48'06.5"S 45°59'26.3"W 
29  21°47'34.2"S 45°58'51.5"W 
30  21°47'26.0"S 45°58'40.5"W 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



90 
 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

3.1 Otimização das condições cromatográficas 

 

Para a otimização das condições cromatográficas, foi analisada uma solução padrão 

do fluopiram a 5 mg L­1 seguindo a condição cromatográfica descrita por Dong e Hu (2014), 

no modo scan, visando determinar o tempo de retenção do composto e os íons mais abundantes 

no espectro de massas, como apresentando na Figura 1. O tempo de retenção encontrado foi de 

8,86 min e os íons mais abundantes, assim como no artigo citado, foram 173, 145, 223, 195 e 

396. Em seguida foram selecionados os  íons 145, 173, 195, 223 e  realizada análise de uma 

solução padrão a 0,5 mg L­1 no modo MIS. 

No estudo realizado por Dong e Hu (2014) o tempo de análise foi de 17 min, mas 

neste estudo o fluopiram foi eluido em 8,86 min e o tempo total de analise foi de 12 min, devido 

ao  post  run,  para  garantir  que  nenhum  interferente  da  matriz  ficasse  retido  na  coluna 

cromatográfica.  A Figura 1 exibe o espectro de massas do fluopiram na concentração de 5 mg 

L­1 no modo scan. 

 
Figura 1 ­ Espectro de massas do fluopiram na concentração de 5 mg L­1 no modo scan. 
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3.2 Otimização do método de extração  

 

A  primeira  etapa  da  otimização  do  método  de  extração  foi  definir  o  melhor 

método  de  extração  (versão  tradicional  ou  miniaturizada  da  ESL­PBT)  e  a  melhor  fase 

extratora (8 mL de acetonitrila ou 6,5 mL de acetonitrila e 1,5 mL de acetato de etila). O 

cromatograma obtido para cada experimento pode ser observado na Figura 2. 

 

Figura 2 ­ Cromatogramas de extratos da matriz fortificados com fluopiram a 90 µg kg­1 no 

solo arenoso. (A) ESL­PBT tradicional com fase extratora acetonitrila; (B) ESL­PBT 

tradicional com fase extratora acetonitrila + acetato de etila; (C) ESL­PBT miniaturizada 

com fase extratora acetonitrila; (D) ESL­PBT miniaturizada com fase extratora acetonitrila + 

acetato de etila. 

 

 
 
Como pode ser visto na Figura 2C a intensidade do sinal do fluopiram foi maior 

empregando  a  acetonitrila  como  fase  extratora  e  empregando  a  ESL­PBT  na  versão 

miniaturizada. O uso do acetato de etila na fase extratora além de reduzir a intensidade do sinal 

do analito estudado proporcionou uma intensificação do efeito de matriz,  evidenciado pelas 
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altas porcentagens de recuperação, como mostra a Tabela 3. Estes resultados estão de acordo 

com  os  encontrados  por  Silva  et  al.  (2021),  que  atingiu  taxas  de  recuperação  elevadas 

empregando acetonitrila na versão miniaturizada da extração líquido­líquido com purificação 

em  baixa  temperatura  para  determinar  pesticidas  em  matrizes  biológicas  e,  Mesquita  et  al. 

(2017), que utilizou acetonitrila na ESL­PBT para estudar diversos pesticidas em amostras de 

solo. 

 

Tabela 3 ­ Recuperação do fluopiram nos testes de otimização em diferentes tipos de solo 

na concentração de 90 µg kg­1 

Técnica  Fase extratora  Tipo de solo  Recuperação 
(%) 

Desvio padrão 
relativo (%) 

 
ESL­PBT 
tradicional 

 

  Arenoso  119  5 
Acetonitrila  Argiloso  106  2 

  Textura média  118  2 

 
ESL­PBT 
tradicional 

 

  Arenoso  133  11 
Acetonitrila + 

Acetato de Etila  Argiloso  121  3 

  Textura média  131  5 
ESL­PBT 

miniaturizada 
 

  Arenoso  94  3 
Acetonitrila  Argiloso  104  6 

  Textura média  100  1 
 

ESL­PBT 
miniaturizada 

 

  Arenoso  107  5 
Acetonitrila + 

Acetato de Etila  Argiloso  109  7 

  Textura média  120  0 
ESL­PBT = Extração sólido­líquido com purificação em baixa temperatura. 

 

                   Após evidenciar que a versão miniaturizada da ESL­PBT empregando acetonitrila 

gerou  taxas  de  recuperação  próximo  a  100%  e  desvio  padrão  relativo  inferiores  a  6%,  nós 

seguimos para a etapa de validação do método de extração.  

 

3.3 Validação 

 

3.3.1 Seletividade  

 

A seletividade foi estudada comparando cromatogramas de extratos da matriz livres 

do fluopiram (extrato branco) com os cromatogramas de extratos da matriz fortificados a 90 µg 

kg­1. Para os  três  tipos de solos, o método foi considerado seletivo pois não houve picos de 
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interferentes da matriz no mesmo tempo de retenção do fluopiram, como pode ser observado 

na Figura 3. 

 

Figura 3 ­ Cromatogramas de extratos fortificados com fluopiram a 90 µg kg­1 e de extratos 

branco. (A) Cromatograma do extrato de solo arenoso fortificado; (B) cromatograma do 

extrato branco do solo arenoso; (C) cromatograma do extrato de solo argiloso fortificado; (D) 

cromatograma do extrato branco do solo argiloso; (E) cromatograma do extrato de solo de 

textura média fortificado; (F) cromatograma do extrato branco do solo de textura média. 

 

 
 

3.3.2 Limites de detecção e de quantificação 

 

  O  limite  de  detecção  (LD)  e  de  quantificação  (LQ)  foram  considerados  como  a 

menor concentração que gerasse um sinal com área que correspondia a três e dez vezes a área 

do sinal do ruído no tempo de retenção do fluopiram, respectivamente. Neste estudo atingiu­se 

o LD de 0,5 µg  kg­1 para os três solos e o LQ de 2 µg kg­1 para o solo arenoso e de 3 µg kg­1 

para os solos argiloso e de textura média. Os valores de LD e LQ encontrados são inferiores ao 

de outros estudos já publicados como os de Mahdavi et al. (2021), Dong e Hu (2014) e Katna 
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et  al.  (2018)  que  encontraram  respectivamente  8,3;  10  e  50  µg  kg­1  como  limite  de 

quantificação. No Brasil ainda não existe legislação que determine o limite máximo de resíduo 

do fluopiram em solo, mas os resultados obtidos revelaram que os valores de LD e LQ foram 

inferiores aos limites máximos de resíduos estabelecido para agrotóxicos pela União Europeia 

para diversos alimentos de origem vegetal, como por exemplo banana, maçã e melancia com 

limites de resíduos de 800; 600 e 400 µg kg­1, respectivamente (EFSA, 2019). 

 

3.3.3 Linearidade  

 

A  curva  de  linearidade  foi  preparada  em  extratos  da  matriz  fortificados  com 

fluopiram em triplicata em concentrações que variavam de 2 µg kg­1 a 210 µg kg­1 para o solo 

arenoso e de 3 µg kg­1 a 210 µg kg­1 para os solos argiloso e de textura média. Os parâmetros 

estatísticos da regressão linear foram realizados pelo método dos mínimos quadrados ordinários 

seguindo procedimentos descritos por Souza e Junqueira (2005). 

Pelo teste de Jackknife foram identificados e excluídos os outliers (valores críticos) 

como apresentado na Figura 4. No solo  arenoso excluiu­se  três valores  críticos para que os 

dados  atendessem  aos  critérios  estatísticos.  No  solo  argiloso  três  valores  críticos  foram 

excluídos para que se atendesse aos critérios estatísticos. Já no solo de textura média somente 

um valor foi excluído. 
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Figura 4 ­ Gráficos do teste de Jackknife para exclusão de valores críticos. (A) Solo 

arenoso; (B) Solo argiloso; (C) Solo de textura média; ei = resíduo da regressão. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A normalidade dos resíduos da regressão foi avaliada pelo teste de Ryan Joiner. Os 

resíduos  da  regressão  nos  três  solos  seguiram  a  normalidade  a  5%  de  significância  como 

mostrado na Figura 5. 
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Figura 5 ­ Gráfico de normalidade dos resíduos da regressão linear. (A)Solo arenoso; (B) 

Solo argiloso; (C) Solo de textura média. 

 
O  teste  de  Brown  e  Forsythe  confirmou  a  homoscedasticidade  e  a  distribuição 

homogênea dos resíduos da regressão. A independência dos resíduos foi estudada pelo teste de 

Durbin e Watson. Para o nível de 5% de significância o teste apontou que não há autocorrelação 

dos  resíduos  e  estes  estão distribuídos  aleatoriamente nos quatro quadrantes  como pode  ser 

observado na Figura 6. 
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Figura 6 ­ Gráficos de independência dos resíduos de regressão pelo teste de Durbin e 

Watson.  (A) Solo argiloso; (B) Solo arenoso; (C) Solo de textura média. 

 

 

 
A análise de variância (ANOVA) indicou que a regressão é significativa e que não 

há desvio de linearidade para o nível de significância de 5% para os três tipos de solo. Portanto 

o  método  proposto  foi  considerado  linear.  A  Figura  7  apresenta  os  gráficos  das  curvas  de 

linearidade para os três tipos de solo. 
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Figura 7 ­ Gráficos de regressão linear para os três tipos de solo. (A) Solo arenoso; (B) Solo 
argiloso; (C) Solo de textura média. 
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3.3.4 Exatidão e precisão 

 

A exatidão foi estudada com testes de recuperação em triplicata nas concentrações 

de 2; 90 e 170 µg kg­1 para o solo arenoso e 3; 90 e 170 µg kg­1 para os solos argiloso e textura 

média. A precisão foi estudada com testes de recuperação com sete repetições na concentração 

de 90 µg kg­1. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 4. 

 

Tabela 4 ­ Porcentagem de recuperação e desvio padrão relativo dos ensaios de exatidão e 

precisão 

Amostra 
Recuperação (%) 

2 µg kg­1*  3 µg kg­1*  90 µg kg­1 **  170 µg kg­1* 

Solo arenoso  89,0 ± 12,0  ­  93,0 ± 15,0  111,0 ± 4,0 

Solo argiloso  ­  96,0 ± 8,0  86,0 ± 13,0  109,0 ± 8,0  

Solo de textura média  ­  88,0 ± 8,0  106,0 ± 10,0  114,0 ± 10,0  

*Experimento realizado com três repetições; **Experimento realizado com sete repetições. 
 

O método foi considerado exato por apresentar recuperações médias dentro da 

faixa de 70 a 120% e, preciso por apresentar desvio padrão relativo inferior a 20% assim 

como recomendado por SANTE (2021). 

 

3.3.5 Efeito de matriz  

 

O efeito de matriz foi estudado com as curvas de calibração preparadas em extratos 

da matriz fortificados com fluopiram e soluções padrão preparadas em solvente, nas mesmas 

concentrações,  como  apresentado  anteriormente.  A  Tabela  5  apresenta  os  coeficientes 

angulares das curvas de calibração preparadas em solvente e em extratos dos três solos e o efeito 

de matriz calculado. 
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Tabela 5 ­ Efeito de matriz nos diferentes solos 

Amostra 
Coeficiente angular 

na curva em solvente 

Coeficiente angular na curva 

em extrato da matriz 

Efeito de 

matriz (%) 

Solo arenoso  550,70  545,91  99,13 

Solo argiloso  548,40  377,35  68,81 

Solo de textura 

média 
548,40  544,70  99,33 

   

Nos solos arenoso e de textura média a redução na resposta analítica causada pelo 

efeito de matriz foi inferior a 1% (99,13 e 99,33%) o que significa que a matriz não apresentou 

uma interferência significativa na resposta analítica do método proposto. Já no solo argiloso, o 

efeito de matriz gerou supressão de 31% na resposta analítica. Isso pode ter acontecido pelo 

fato de o solo argiloso ter maior teor de matéria orgânica, como apresentado na Tabela 2. Estudo 

de Sousa et al. (2012), que avaliou o efeito de matriz de 11 pesticidas em solo, mostrou que a 

matéria orgânica do solo possui moléculas de alta massa molecular que podem formar sítios 

ativos no liner de injeção no qual os analitos podem se ligar e gerar uma supressão da resposta 

analítica. 

 
3.3.6 Aplicação em amostra real  

 

Na aplicação em amostra real foram analisadas 30 amostras de solos de cafezais da 

região Sul do Estado de Minas Gerais, entretanto em nenhuma destas amostras foi detectado 

traços do  fluopiram. Este  resultado, pode estar associado à  sua  recente aprovação no país e 

ainda  não  ter  sido  aplicado  nas  culturas  ou  ele  pode  ter  sido  usado,  mas  foi  degradado  em 

condições ambientais assim como ocorreu nos estudos de Mohapatra et al. (2018) e Matadha et 

al. (2021). 

 

3.3.7 Comparação com outras metodologias  

 

A Tabela 6 apresenta um comparativo entre os resultados deste estudo com outros 

trabalhos já publicados.  
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Tabela 6 ­ Comparativo de resultados deste estudo e outros resultados da literatura para 
determinação de fluopiram em amostras de solo 

Método 
Técnica 

de 
análise 

Volume de 
solvente 
orgânico 

Clean 
up 

Porcentagem 
de recuperação 

LQ 
(µg 
kg­1) 

Referência 

ESL­PBT 
miniaturizada  CG­EM  2 mL  ­  86,0 – 114,0%  2 e 3  Este estudo 

QuEChERS  LC­
MS/MS  20 mL  C18   80,6 – 93,5%  8,3  Mahdavi et 

al. (2021) 
QuEChERS 

  CG­EM  10 mL  PSA   88,6 – 98,0%  10  Dong e Hu 
(2014) 

QuEChERS  CG­EM  20 mL  PSA   73,6 – 103,6%  10  Mohapatra 
et al. (2018) 

QuEChERS  LC­
MS/MS  20 mL  PSA   86,6 – 92,7%  50  Chawla et 

al. (2018) 
QuEChERS 

  CG­EM  20 mL  PSA  96,0 – 107,0%  50  Katna et al. 
(2018) 

             
QuEChERS = Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe; ESL­PBT = Extração sólido­
líquido com purificação em baixa temperatura; LC­MS/MS = Cromatografia líquida acoplada 
a  espectrometria  de  massas  em  Tandem;  CG­EM  =  Cromatografia  gasosa  acoplada  a 
espectrometria de massas; C18 = octadecilano; PSA = Amina primária secundária; LQ = Limite 
de quantificação.  
   

Como  pode  ser  observado  na  Tabela  6,  a  versão  miniaturizada  da  ESL­PBT 

otimizada  e  validada  para  amostras  de  solo  apresentou  menor  consumo  de  solvente  para 

extração, não foi necessário o uso de sorventes para clean up e atingiu limites de quantificação 

25  vezes  menor  em  relação  aos  trabalhos  já  publicados  na  literatura.  Por  isso,  o  método 

otimizado e validado neste trabalho se mostrou de fácil execução, com poucas etapas, eficiente 

e sensível. 
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4 CONCLUSÃO 

  

Neste  estudo,  foi  otimizado  e  validado  uma  versão  miniaturizada  da  ESL­PBT 

seguida pela  análise por CG­EM no MIS, para determinação do  fluopiram em  três  tipos de 

solos. Além do uso reduzido de solvente e de amostra, este método de extração se apresentou 

rápido, fácil de executar e sensível. A ESL­PBT na versão miniaturizada apresentou taxas de 

recuperações elevadas e reduzido desvio padrão relativo, revelando ser eficiente e confiável. O 

valor de LQ atingido neste estudo foi inferior ao dos artigos já publicados e o da Legislação 

Europeia. Por tudo isso, a versão miniaturizada da ESL­PBT é uma alternativa adequada para 

o monitoramento do fluopiram em diferentes tipos de solos. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os métodos de ELL­PBT e ESL­PBT miniaturizado foi utilizada pela primeira vez 

para a determinação de fluopiram em amostras de água e solo respectivamente. A ausência de 

uma  etapa  de  limpeza,  torna  o  método  mais  rápido  e  fácil  de  executar.  Além  disso,  estes 

métodos são mais econômicos que os demais. Foi empregado o planejamento fatorial completo 

com dois níveis e três fatores para otimizar a ELL­PBT, esses planejamentos podem indicar 

tendências  e  direcionar  a  pesquisa,  reduzindo  o  número  de  experimentos.  Na  ESL­PBT 

miniaturizado  foi  observado  elevadas  taxas  de  recuperação  do  analito,  empregando  menor 

quantidade de reagentes e amostra, além de manter a principal vantagem desse método que tem 

sido  a  extração  e  limpeza  dos  extratos  em  uma  única  etapa.  As  principais  características 

apresentadas  pelas  duas  metodologias  otimizadas  e  validadas  foram  taxas  de  recuperação 

elevadas, precisão, exatidão, linearidade, seletividade e extratos limpos sem a necessidade da 

etapa de limpeza dos extratos. Foi possível estabelecer as condições ideais para quantificar o 

fluopiram nas amostras de água e solos arenosos, argilosos e com textura média. A validação 

das  metodologias  otimizadas  permitiu  certificar  a  qualidade  e  confiabilidade  dos  resultados 

obtidos neste estudo.   

 


