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RESUMO

O dinotefuran € um composto pertencente a terceira geracdo de inseticidas
nicotinoides, que tem se mostrado eficaz no combate a pragas resistentes a
inseticidas convencionais, como organofosforados, carbamatos e piretroides. Essa
molécula apresenta elevada solubilidade em agua (39,830 g L' a 25 °C) em relagéo
a outros pesticidas, o que facilita seu arraste e lixiviagado para as camadas inferiores
do solo. Portanto, o presente estudo teve como objetivo otimizar e validar a extragao
liquido-liquido com purificagdo a baixa temperatura (ELL-PBT) e a extragdo sélido-
liquido com purificagdo a baixa temperatura (ESL-PBT) para determinar residuos de
dinotefuran em amostras de agua e solo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector por arranjo de diodos (CLAE-DAD). Os resultados revelaram que as
porcentagens de recuperagao do analito variaram de 85,44 a 92,88 com desvio padrao
relativo inferior a 8,50% para ambas matrizes. A ELL-PBT e ESL-PBT foram seletivas,
precisas, exatas, lineares nas faixas de 10,0 a 210 ug L', e 15,0 a 140 yg Kg™' para
agua e solo, respectivamente. Os limites de detecgao e quantificagdo foram de 5,00 e
10,00 pug L' para a aguae 10 e 15 ug kg’ para o solo. O efeito de matriz foi inferior a
14 e 15% para a agua e o solo respectivamente. O estudo de estabilidade do
dinotefuran em agua revelou significativa persisténcia desta molécula em auséncia de
luz (>130 dias), e meia-vida de sete dias em agua exposta a luz solar. Nao foi possivel
a detecgao de dinotefuran em amostras reais de agua e solo coletadas na regiao sul
do estado de Minas Gerais. A ELL-PBT e ESL-PBT acopladas a analise por CLAE-
DAD apresentaram-se como método simples, de facil execugcédo e eficiente para

extragao e analise do dinotefuran em amostras de agua e solo.

Palavras-chave: ELL-PBT; ESL-PBT; CLAE-DAD:; inseticidas neonicotinoide.



ABSTRACT

The dinotefuran is a compound belonging to the third generation of nicotinoid
insecticides, has been effective in combating pests resistant to conventional
insecticides, such as organophosphates, carbamates and pyrethroids. This molecule
has high solubility in water (39.830 g L' at 25 °C) which facilitates its dragging and
leaching to the lower layers of the soil. The present study aimed to improve and
validate liquid-liquid extraction with low temperature purification (LLE-LTP) and solid-
liquid extraction with low temperature purification (SLE-LTP) to determine dinotefuran
residues in water and soil samples, respectively, by high performance liquid
chromatography with diode array detector (HPLC-DAD). The results revealed that the
analyses recovery ranged from 85.44 to 92.88 % with a relative standard deviation less
than 8.50 % for both matrices. LLE-LTP and ESL-LTP were selective, precise,
accurate, linear in the ranges of 10.0 to 210 ug L™, and 15.0 to 140 ug Kg™' for water
and soil, respectively. The detection and quantification limits were 5.00 and 10.00 pg
L-! for water and 10 and 15 ug kg™ for soil. The matrix effect was less than 14 and 15%
for water and soil respectively. The study of dinotefuran stability in water revealed
significant persistence in the absence of light (>130 days), and a half-life of seven days
in water exposed to sunlight. It was not possible to detect dinotefuran in real water and
soil samples collected in the southern region of the state of Minas Gerais. LLE-LTP
and ESL-LTP coupled with HPLC-DAD analysis presented itself as a simple, easy to
perform and efficient method for extracting and analyzing dinotefuran both water and

soil samples.

Keywords: LLE-LTP; HPLC-DAD; neonicotinoid insecticides; SLE-LTP.
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1 INTRODUGAO

Os inseticidas tém sido largamente utilizados como estratégia de protecao dos
mais diversos tipos de lavoura ao redor do mundo (SANDSTROM et al., 2022; STEHLE
etal., 2023; WATANABE, 2021). Juntamente com tecnologias associadas ao intenso uso
de maquinario, melhoramento genético das culturas, além da aplicagdo de demais
agroquimicos, tem proporcionado um elevado incremento na produtividade das lavouras.
Garantindo o abastecimento de insumos agricolas a uma populagdo com elevados
indices de crescimento e urbanizagao (FUENTES et al., 2023; HAM et al., 2022; HEO et
al., 2022; ZHANG, CHAO et al., 2020).

Por outro lado, o uso intensivo dos inseticidas tem elevado a contaminagao dos
recursos naturais como agua, solo e alimentos, causando problemas ambientais e de
saude publica (FAO, 2022; IBAMA, 2023). Varios estudos apontam contaminagao de
alimentos e desordens ambientais causadas pelos inseticidas (LI, KAIXIN et al., 2023;
LIU, XUE et al., 2021; STEHLE et al., 2023).

O dinotefuran € um composto pertencente a terceira geracédo de inseticidas
neonicotinoides, e € amplamente utilizado para a protegdo das lavouras em varios
paises. A crengca em menor toxicidade deste inseticida levou ao uso intensivo e aos
problemas de contaminagdo ambiental e agdo em organismos nao-alvo.
Comprometendo a teia alimentar e suprimindo os servigcos ecossistémicos de polinizagcao
e decomposigcao da matéria organica (LIU, XUE et al., 2021; STEHLE et al., 2023).

O limite maximo de residuo (LMR) estabelecido para dinotefuran em culturas
agricolas no Brasil foi 10 a 600 ug kg™' (ANVISA, 2021). Sendo a ingestdo maxima diaria
permitida de 22 ug kg' de peso vivo (ANVISA, 2021; APVMA, 2015; EPA, 2021;
EUROPEAN COMMISSION, 2021; HEALTH CANADA, 2020).

O dinotefuran apresentou toxicidade em animais causando morbidade, problemas
reprodutivos e de crescimento com DLso de 2 a 10 mg kg testes realizados em ratos
(Rattus norvegicus) (EPA, 2006). Esse inseticida foi um dos neonicotindides mais
encontrados na urina de trabalhadores rurais da regido seca do Sri Lanka, 17,4% das
amostras e teor médio de 0,09 ug L' (TAIRA et al., 2021), regi&o leste de lowa Estado
Unidos frequéncia de 54% das amostras e concentragao ajustada para creatinade 0,04
ug g (THOMPSON et al., 2023) e na regido de Kumasi, Ghana com frequéncia de 12%
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das amostras e concentragdo média de 0,038 ug L' (NIMAKO et al., 2021). A presencga
de neonicotindides na urina teve correlagao positiva com a incidéncia de doencas renais

cronicas dos trabalhadores rurais na regiao arida do Sri Lanka (TAIRA et al., 2021).

Os métodos QUEChERS (Quick, Easy, Cheap , Effective, Rugged and Safe em
portugués: rapido, facil econémico, efetivo, robusto e seguro) e a extragdo em fase sélida
(SPE- do inglés solid phase extraction) tém sido usados para extragdo de residuos de
dinotefuran em estudo de contaminagdo em varias matrizes (BERENS; CAPEL;
ARNOLD, 2021; LI, KAIXIN et al, 2023; THOMPSON; HRUBY; et al, 2021;
THOMPSON; KOLPIN; et al., 2021; WATANABE, 2021; WATANABE et al., 2016).

A extragdo liquido - liquido com purificagcdo em baixa temperatura (ELL-PBT) é
um método rapido, versatil, barato e que tem sido usado com eficiéncia para a extragao
de residuos de agrotdéxicos em varias matrizes ambientais (FREITAS et al., 2021;
LOPES; SILVERIO; SICUPIRA, 2023; MORAIS et al., 2014; SANTOS et al., 2022;
SILVEIRA et al., 2016). Apesar das vantagens da ELL-PBT, esse método tem sido pouco
utilizado para a extragdo de neonicotinoides (WATANABE, 2021) e n&o foi encontrado,

até o momento, trabalhos usando esse método para extragao do dinotefuran.

Por isso, o objetivo deste trabalho foi otimizar e validar as metodologias de
extragao liquido-liquido com purificagdo em baixa temperatura (ELL-PBT) e extrac&o
solido-liquido com purificagdo em baixa temperatura (ESL-PBT) para determinar
residuos do dinotefuran nas matrizes agua e solo, respectivamente. Usar as
metodologias otimizadas e validadas para o monitoramento de residuos do dinotefuran
em amostras de agua e solo, assim como fazer o estudo de estabilidade do dinotefuran

em agua.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivos Gerais
O objetivo deste estudo foi otimizar e validar a extragdo liquido-liquido com
purificacdo em baixa temperatura (ELL-PBT) e a extrac&o sélido-liquido com purificagao
em baixa temperatura (ESL-PBT) seguidas da analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector em arranjo de diodos (CLAE-DAD) para a determinagao de

dinotefuran em agua e solo.

2.2 Objetivos Especificos

Otimizar as condigdes cromatograficas para quantificacdo do dinotefuran;

Otimizar e validar as condi¢cdes da extracao liquido-liquido com purificagdo em

baixa temperatura para extragcdo do dinotefuran em agua;

Otimizar e validar a extragao sélido-liquido com purificacdo em baixa temperatura

para extracado do dinotefuran em solo;

Utilizar as metodologias otimizadas para analise de amostras de agua e solo

coletadas em regides agricolas;

Realizar o estudo de estabilidade do dinotefuran em agua na presenga e auséncia

de luz solar.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Inseticidas

O uso de inseticidas tem se tornado indispensavel na agricultura moderna devido
a necessidade de elevada produgao de recursos agricolas, como alimentos, madeira,
combustivel e fibra, para o atendimento a uma populagdo em crescimento (FUENTES et
al., 2023; HAM et al., 2022; HEO et al., 2022; SANDSTROM et al., 2022; STEHLE et al.,
2023; WATANABE, 2021; ZHANG; CHAO et al., 2020).

Devido ao risco econémico e o volume de recursos investidos na agricultura
moderna, assim como o baixo custo comparativo dos inseticidas, os produtores tém
usado inseticidas de forma preventiva (TOOKER; PEARSONS, 2021). O que tem
causado um excesso desses produtos no ambiente e a atuacdo em organismos nao alvo
(BUSCH et al., 2020; LI, KAIXIN et al., 2023; SANDSTROM et al., 2022; TOOKER;
PEARSONS, 2021; WANG, JIA et al., 2023; ZHANG, HAIYUN et al., 2021; ZHANG, YUE
etal., 2021).

Pesquisas recentes tém mostrado diferentes relatos e investigacbes sobre
contaminagao com inseticidas em organismos vivos como minhocas (LIU; TONG et al.,
2017), lagartos. (WANG; YINGHUAN et al., 2018), abelhas (ZHANG; YUE et al., 2021),
passaros (ENG; STUTCHBURY; MORRISSEY, 2019; FUENTES et al., 2023),
microrganismos do solo (YU, BO et al., 2020), em alimentos como meldo (RAHMAN et
al., 2013), berinjela (CHEN; XIAOXIN et al., 2017), cha verde (RAHMAN et al., 2015),
tomate (CHEN; ZENGLONG et al., 2021), mel (FREITAS et al., 2021; MITCHELL et al.,
2017) e em aguas superficiais (BERENS; CAPEL; ARNOLD, 2021; CASILLAS et al.,
2022; HALLMANN et al., 2014; STEHLE et al., 2023) e subterraneas (THOMPSON;
HRUBY; et al., 2021; THOMPSON; KOLPIN; et al., 2021).

Impulsionado pela demanda do mercado agricola interno e, principalmente, pela
liberagéo de novos principios quimicos nos ultimos anos (IBAMA, 2023), o Brasil tem se
destacado como um dos principais consumidores mundiais de agrotdxico (FAO, 2023).
Neste cenario, os inseticidas tém ocupado a terceira posigao entre os agroquimicos mais
comercializados no pais, tendo mostrado crescente comercializagdo entre os anos de
2009 e 2021, como pode ser observado na (FIGURA 3.1).
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Figura 3.1 - Vendas totais de inseticidas no Brasil (mil toneladas de produto formulado)
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Fonte: IBAMA, 2023.

3.1.1 Inseticidas neonicotinoides

Os inseticidas neonicotinoides foram langados a partir do ano de 1990 (FAROUK
et al., 2016; STEHLE et al., 2023; WATANABE, 2021; WOLFRAM et al., 2023). Com
grande elevagao no comercio mundial entre os anos de 1990 e 2008, se tornando os
mais utilizados e comercializados atualmente (CHENG et al., 2023; LI, XIAOQING et al.,
2021; WANG, JlA et al., 2023; XIONG etal., 2021; YU, BO et al., 2020; ZHANG, HAIYUN
et al., 2021).

Esses inseticidas s&o derivados da nicotina e classificados conforme a estrutura
quimica em: neonicotinoides de primeira geragdo que tem um atomo de cloro ligado na
posicdo 3 de um anel piridinico, como Imidacloprido e Acetamiprido; neonicotinoides de
segunda geragdo com atomos de cloro ligado a um anel aromatico de cinco membros
contendo enxofre e nitrogénio, como Tiametoxam e Clotianidina; e neonicotinoides de
terceira geracédo que tem um éter ciclico de cinco membros, como no caso da molécula
do Dinotefuran (WATANABE, 2021). Na década passada, sulfoxaflor e flupyradifurone

que atuaram de forma similar, foram lancados como produtos relacionados aos
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neonicotinoides (THOMPSON et al., 2020; WATANABE, 2021; WATSON et al., 2021).
Os nomes, siglas, geracdo, estruturas quimicas e empresas fabricantes sdo descritos
(FIGURA 3.2 e TABELA 3.1)

Figura 3.2 - Estruturas quimicas das diferentes geragdes de inseticidas neonicotinoides
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Fonte: Adaptado de (WATANABE, 2021).

O aumento na comercializagcao dos inseticidas neonicotinoides pode ser explicado
por varios fatores, dentre eles o elevado espectro de atuagao e o diferente modo de agao
associado a uma baixa toxicidade ao ambiente e aos animais. No entanto, o uso
constante destes agrotoxicos tem suplantado a baixa toxicidade e elevado o potencial
de contaminagado (ZHANG; HAIYUN et al.,, 2021), causando problemas ambientais
(STEHLE et al., 2023; WOLFRAM et al., 2023) e preocupagado aos 6rgaos sanitarios
(EPA, 2021; EUROPEAN COMMISSION, 2021; HEALTH CANADA, 2020).

Um numero crescente de estudos tem levantado preocupagdes sobre o impacto
adverso que os neonicotinoides podem ter em organismos nao alvo. Em particular, riscos
graves para organismos polinizadores como as abelhas, borboletas, mariposas e
invertebrados do solo (LI; XIAOQING et al., 2021; LIU, XUE et al., 2021; MITCHELL et
al.,2017; YANG et al., 2020; YU, ZHUYUN et al., 2021). O que tem levado as autoridades
mundiais a reavaliar a permissdo de uso de varios desses inseticidas (STEHLE et al.,
2023).

Nesse sentido a unido européia proibiu o uso agricola, (com excessao de cultivo
em estufas), dos neonicotinoides imidacloprido, clotianidina e tiametoxam desde 2018,
e rejeitou aprovacao do tiacloprido em 2020 (European Commission, 2021). Ja& nos
Estados Unidos e Canada houve proibi¢ao de alguns produtos a base de neonicotindides

e reducgao das dosagens permitidas para aplicacao e limites de residuos (EPA, 2021;
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Tabela 3.1 - Relagao dos inseticidas neonicotinoides

Inseticida Sigla Estrutura quimica Ano de Geracgéao Fabricante
langamento
Cl NN
Imidaclopride (M) | 1990 1 Bayer Crop- Science
NN
O,N. _N
\J
\
N
H
Cl
SN CH, .
Acetamiprid (ACE) | | 1995 1 Nippon Soda Co., Ltd.
= N\(CH3
|
NCN
Cl SN - Takeda Chemical Industries, Ltd
. . Agora chamada Sumitomo
Nitenpiram (NIP) | \ | 1995 1 :
N N Chemical Company, Ltd.
dhah P
CHNO,
(0)
N
a ]V )
N_ _N_
Tiametoxame  (TMX) S \f CH; 1998 2 Syngenta
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Continuagao Tabela 3.1
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Inseticida Sigla Estrutura quimica Iarg;cr)nde?]to Geracéao Fabricante
Cl
=
Tiaclopride (TCP) - | Nms 2000 1 Bayer CropScience
N T
NCN
) b
Clotianidin CLO) C1/< B\/N N_ 2001 2 Takeda Chemical Industries,
S \( CH,
| Ltd.
NNO,
S
Dinotefuran (DIF) Q\/N\/ - 2002 3 Mitsui Chemicals Agro




Continuagao Tabela 3.1

Inseticida Sigla Estrutura quimica Ano de Geragao Fabricante
langamento
F5;C /CN
= N
[l
N | S—CH; 2010 - Dow AgroSciences
N [l
CHO
Sulfoxaflor (SXF) 3
F
Cl H\
= | F
Flupyradifurone (FPF) \N N
\ICO 2014 - Bayer CropScience
\
O

Fonte: Adaptado de (WATANABE,

2021).
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3.1.2 Dinotefuran

O Dinotefuran, 1-metil-2-nitro-3-(tetraidro-3-furiimetil) guanidina, € um
composto pertencente a terceira geragao de inseticidas neonicotinoides. Foi langado
em 2002 pela Mitsui Chemicals Agro e, desde, entdo tem sido altamente utilizado para
muitas culturas em diversos paises (CHEN; XIAOXIN et al., 2018; CHEN; ZENGLONG
et al., 2021; HAM et al., 2022; LIU, SIHONG et al., 2019; LIU, TONG et al., 2017,
WATANABE; 2021; XU et al., 2022; YANG et al., 2020; YIN et al., 2023). O dinotefuran
€ um produto eficaz no combate a pragas e ainda n&o apresenta relato de resisténcia.
Atua como agonista dos receptores nicotinicos da acetilcolina do sistema nervoso
central dos insetos. Ligando-se aos receptores pds-sinapticos (nNAChRs), e afetando
a ligacao da acetilcolina nicotinica de um modo que difere de outros inseticidas
neonicotinoides (CHEN; XIAOXIN et al., 2018). Mostrando efeito proeminente em
insetos pragas resistentes a inseticidas convencionais, como organofosforados,
carbamatos e piretroides (WATANABE; BABA; MIYAKE, 2011).

O dinotefuran apresenta elevada captacgao pelas plantas e eficiéncia inseticida,
relativa estabilidade no solo, com meia vida de 50 a 100 dias e elevada solubilidade
em agua (39,8 a 89,7 g L' de acordo com a temperatura) (HALLMANN et al., 2014;
LIU; TONG et al., 2017; LIU, XUE et al. 2021). O que facilita o seu arraste e lixiviagao
para camadas inferiores do solo e pode levar a contaminagdo de aguas superficiais
(BERENS; CAPEL; ARNOLD, 2021; CASILLAS et al., 2022; STEHLE et al., 2023) e
subterraneas (KIM; JIWON et al., 2021; THOMPSON et al., 2020; THOMPSON,;
HRUBY; et al., 2021).

Devido a intensidade de utilizagéo, o dinotefuran pode se acumular no solo e
nas aguas, reduzindo macrofauna do solo e prejudicando a polinizagcao e a ciclagem
de nutrientes (LIU; TONG et al., 2017; WANG et al., 2018; YU; ZHUYUN et al., 2021;
ZHANG; YUE et al., 2021).

Recentes pesquisas indicaram que o dinotefuran pode induzir a geracao
excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS), causando mudangas significativas
nas atividades das enzimas antioxidantes e afetando o crescimento de animais (DI et
al., 2021; LIU, TONG et al., 2017) e plantas (XIE; HOU, 2021). Nesse sentido foi

descrito elevagao no nivel de (ROS) e variagdes no teor e atividade das enzimas a
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Superoxido desmutase (SOD), a Catalase (CAT), no sistema Gutationa (Glutationa
peroxidase (GPx), e Glutationa redutase (GSH)) em minhocas expostas a solos
contaminados com dinotefuran (LIU; TONG et al., 2017). Variagbes semelhantes nas
concentragcbes e atividades desses marcadores foram atribuidos a resposta ao
estresse oxidativo causado pela exposi¢do ao dinotefuran em peixe zebra (DI et al.,
2021). O mecanismo molecular de toxicidade oxidativa do dinotefuran, por analise da
Glutationa peroxidase 6 foi estudado e atribuido a menor comprimento de radiculas
da planta Arabidopsis thaliana (XIE; HOU, 2021).

Além disso, esse inseticida é extremamente toxico para abelhas (CHEN;
ZENGLONG et al., 2019; LIU; SIHONG et al., 2019; ZHANG; QUAN et al., 2022), para
invertebrados (LIU; TONG et al., 2017; YU; ZIMIN et al., 2021; ZHANG, HAIYUN et
al., 2021) e microrganismos do solo (YU; BO et al., 2020; YU; ZHUYUN et al., 2021).

O dinotefuran foi recentemente liberado para o uso agricola no Brasil, podendo
ser empregado em diversas culturas como, algodao, amendoim, arroz, aveia, batata,
café, cana-de-agucar, centeio, cevada, citros, ervilha, feijao, feijdes, grao de bico,
lentilha, milheto, milho, soja, sorgo, tomate, trigo, triticale, com o limite maximo de
residuo entre 10 a 600 pg kg™ e intervalo de segurancga entre 1 a 150 dias (ANVISA,
2021). A recomendacao de aplicacao no Brasil € via foliar para a maioria das culturas,
corroborado pela sua alta absorgao e translocacao pelas plantas (HALLMANN et al.,
2014; LIU; TONG et al., 2017).

O dinotefuran é metabolizado em plantas, gerando como principais metabdlitos
0 1-metil-3-(tetraidro-3-furilmetil) guanidina dihidrogenio (DN), o 1-metil-3-(tetraidro-3-
furilmetil) ureia (UF) e o 1-metil-2-nitroguanidina (MNG). As estruturas quimicas
destas moléculas podem ser observadas na (Tabela 3.2) (CHEN; XIAOXIN et al.,
2017; RAHMAN et al., 2013, 2015; WATANABE; BABA; MIYAKE, 2011). A toxicidade
dos metabdlitos (DN e UF) e do composto original é aproximadamente a mesma; no
entanto, os metabdlitos sdo mais moveis e persistentes, apresentando maior
capacidade poluente (RAHMAN et al., 2015).

O dinotefuran é um inseticida que apresenta carbono quiral e expressa o par
de enantibmetros (S)-dinotefuran e (R)-dinotefuran, ambos com atividade inseticida
(veja Tabela 3.2) (CHEN; XIU et al., 2015; CHEN; ZENGLONG et al., 2021; DI et al.,

2021; RAN et al., 2021), mas que podem ter diferencas de intensidade metabdlica e,
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consequentemente, diferentes atividades. Estudo recente encontrou capacidade
inseticida, por contato superior, do (S)-dinotefuran em relagéo ao (R)-dinotefuran, de
128 vezes para abelhas Apis melifera, de 2,7 para Aphis gossypii e 3,4 vezes para
Apolygus lucorum (CHEN, ZENGLONG et al., 2019). O enantibmetro-S também teve
menor taxa de degradagado por bactérias do solo, se acumulando e gerando os
produtos DN e UF, também na configuragcao-S (CHEN; ZENGLONG et al., 2021;
CHENG et al., 2023). Os metabdlitos e os enantiometros R e S do dinotefuran séo
mostrados (TABELA 3.2).

Tabela 3.2 — Formula estrutural do dinotefuran e seus metabdlitos produzidos pelas

plantas
Nome comum Composto Estrutura Quimica
SN
N N
: - : _— N7~ T CHj3
Dinotefuran 1-metil-2-nitro-3-(tetraidro-3-furilmetil) I
guanidina NNO2
S
1-metil-3-(tetraidro-3-furilmetil)guanidina Q\/N N_
o . ~77 T CH3
DN di-hidrogenio ‘ ‘
Ny
H
|
HoN N
o . 2N CHj3
MNG 1-metil-2-nitroguanidina I
NNO»

S
UF 1-metil-3-(tetraidro-3-furilmetil) ureia Q\/N N
\/ \CH3
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Continuagao Tabela 3.2

Enantiometros do dinotefuran

H;C : CH;
\ I /
N—H ! H—N
OoNN :< | >: NNO»
|
N—H ! H—N
|
{n
* I
O
; 0
(R) - dinotefuran (S) - dinotefuran

Fonte: Adaptado de (WATANABE, 2021).

3.2 Metodologias de preparo de amostras

A preparacdo da amostra desempenha um papel fundamental nos
procedimentos analiticos (YU, FENGJIE et al., 2021). Esses métodos consistem na
extracdo e limpeza dos extratos, ambas necessarias para a maioria das matrizes
analisadas. (DE PINHO et al., 2010; WATANABE et al., 2016, 2021; ZHOU, YING et
al., 2018).

Residuos de pesticidas geralmente exibem niveis de concentracdo muito
baixos e suas matrizes ambientais sdo geralmente complexas (FAROUK et al., 2016),
demandando eficiéncia dos processos de extracdo e limpeza. Sendo assim o
desempenho do instrumento analitico pode ou ndo ser totalmente explorado,
dependendo do sucesso do método de preparagao de amostra utilizado (KIM; SO HEE
etal., 2023; WATANABE, 2021; ZHOU, WANLONG; YANG; WANG, 2017).

Em geral os métodos tradicionais de preparacéo de amostras como a extragéo
liquido-liquido tradicional (ELL) e extracao em fase sdlida (EFS) empregam elevada
quantidade de solventes organicos prejudiciais a saude e ao ambiente (SICUPIRA et
al., 2019; WATANABE, 2021). Além disso, o estudo de residuos inseticidas, em
matrizes alimenticias ou ambientais, geralmente envolve um numero relativamente

elevado de amostras. Logo, o desenvolvimento de métodos de extragcdo e
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quantificacao rapidos e econdmicos sdo extremamente importantes (ZHOU; YING et
al., 2018).

Varios solventes, incluindo metanol, acetonitrila, mistura de acetonitrila com
agua ou com diclorometano, tem sido usados para extragdo de neonicotinoides em
matrizes biolégicas (FAROUK et al., 2016; MA et al., 2019; RAHMAN et al., 2015;
THOMPSON et al., 2023; WATANABE; BABA; MIYAKE, 2011; ZHANG,; YIPING et al.,
2020).

Os adsorventes amina primaria e secundaria (do inglés, PSA - Primary
Secondary Amine), silica ligada a octadodecila (C1s), carbono grafitado (do inglés,
CGB - Carbon Graphite Black) tém sido usados para o clean up das amostras. E sais
como sulfato de magnésio e o cloreto de sodio tem sido utilizados para elevacéo da
forca idnica (ZHOU; YING et al., 2018).

Nos ultimos anos tem ocorrido grande evolugao, simplificagao e aprimoramento
dos métodos de extracao e purificacdo de amostras. Tendo como principais objetivos
minimizar o consumo de solventes e reagentes, otimizar a limpeza e reduzir o tempo
de extracdo (MESQUITA et al. 2018; SICUPIRA et al., 2019; YU; FENGJIE et al.,
2021). Nesse sentido as derivagdes do método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe em portugués: rapido, facil econémico, efetivo, robusto e
seguro), tem sido altamente empregadas em analises de neonicotinoides
(ALCANTARA et al., 2019; HEO et al., 2022; KIM; KIHWAN et al., 2023) e a extragéo
liquido- liquido com purificagao em baixa temperatura (ELL-PBT) tem sido empregada
para andlise de varios residuos de agrotéxicos (FREITAS; FAEDA et al., 2023;
LOPES; SILVERIO; SICUPIRA, 2023; SANTOS et al., 2022; VIEIRA et al.,2022).
Porém, até o momento, ndo foram encontrados relatos na literatura do uso desse

método para a extragdo do dinotefuran.

3.2.1 Extracgao liquido-liquido com purificagao em baixa temperatura ELL-PBT

A ELL-PBT foi desenvolvida por McCulley e McKinley, em 1964, para
determinagdo de pesticidas clorados em gordura. Porém, somente em 2007 essa

metodologia foi denominada como extragao liquido-liquido com purificacdo em baixa
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temperatura (PEREIRA; VIEIRA et al., 2007). Essa metodologia consiste em extrair
um analito de uma determinada matriz aquosa pela adigdo de um solvente organico,
seguida pelo abaixamento da temperatura (AMBROSIO et al., 2022; FREITAS;
FAEDA et al., 2023; FREITAS, et al., 2021; SILVEIRA et al., 2016). A extracdo ocorre
porque as moléculas do analito sdo transferidas para o solvente organico, quando a
matriz aquosa se solidifica (AMBROSIO et al., 2022; FREITAS, FAEDA et al., 2023;
LOPES; SILVERIO; SICUPIRA, 2023; SILVA et al., 2023; VIEIRA et al., 2022).

Para a analise em amostras solidas, essa técnica € denominada extragao
sélido-liquido com purificagcdo em baixa temperatura (ESL-PBT), sendo comum a
adicdo de agua as amostras para facilitar as interagcdées quimicas entre os analitos e a
fase extratora (FREITAS; FAEDA et al., 2023; FREITAS et al., 2021; LOPES;
SILVERIO; SICUPIRA, 2023; SILVA et al., 2023). Esse método se destaca pela
capacidade de extragdo de analitos tanto para cromatografia em fase gasosa (CG)
como para cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (FREITAS; FAEDA et al.,
2023; DE PINHO et al., 2010; MESQUITA et al., 2018; SANTOS et al., 2022; SILVA
et al., 2023).

A taxa de recuperacao dos analitos nesse método pode ser influenciada pela
adicdo de sais inorganicos, o controle do pH, a composi¢cdo da fase extratora e a
proporcdo da fase extratora: amostra ( FREITAS; FAEDA et al., 2023; SICUPIRA et
al., 2019).

A adicao de sais inorganicos pode elevar o nivel de extragdo do analito, devido
a maior afinidade da agua pelos ions dos sais, sendo assim os ions salinos séo
solvatados pelas moléculas de agua, e o analito pode mais facilmente ser transferido
para a fase extratora. Por outro lado, a adicdo de sal ao sistema aquoso pode
comprometer o congelamento da agua e dificultar ou elevar o tempo de congelamento

necessario para extragao do analito (FREITAS et al., 2021).

O controle do pH influencia na extracdo de compostos organicos ionizaveis,
pois a taxa de dissociagdo de um composto ionizavel pode elevar ou reduzir sua
afinidade pela matriz ou pela fase extratora (CUNHA et al., 2021; LOPES; SILVERIO;
SICUPIRA, 2023).
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Mistura de solventes podem causar mudancgas na polaridade da fase extratora.
Este procedimento pode dificultar o congelamento e, consequentemente, diminuir a
eficiéncia da extracdo (VIEIRA et al., 2007). Porém, a eficiéncia da extragdo em
mistura de solventes & dependente do analito, pois essa pratica melhorou a extragao
de alguns agrotoxicos apolares, em mel como Aldrim e Mirex (SANTOS et al., 2022)

e clorpirifés, a-cialotrina, cipermetrina e deltametrina (PINHO et al., 2010).

O aumento na proporg¢ao de solvente organico na ELL-PBT pode contribuir para
a migragao dos compostos alvos para a fase organica, melhorando a recuperag¢ao dos
analitos (MESQUITA et al., 2018). Por outro lado, o aumento da propor¢ao de solvente
organico diluiria o analito, sendo necessario maior investimento numa etapa de
concentracado. Além do maior gasto de solvente, relagdes 2:1 solvente / amostra tém
proporcionado recuperacgdes proximas a 100% ( FREITAS, FAEDA et al., 2023;
FREITAS et al., 2021; LOPES; SILVERIO; SICUPIRA, 2023; MORAIS et al., 2014;
SANTOS et al., 2022; SICUPIRA et al., 2019; SILVA et al., 2023).

A recuperacado dos analitos neste método é influenciada fortemente pelas
caracteristicas quimicas como a polaridade e a solubilidade em agua do analito alvo
e da composi¢cao quimica da matriz. Sendo quase sempre necessario otimizar os
parametros supracitados para obtengao da melhor condi¢ao de extragao (AMBROSIO
et al., 2022; DE FREITAS, FAEDA et al., 2023; LOPES; SILVERIO; SICUPIRA, 2023;
SANTOS et al., 2022; VIEIRA et al., 2022).

A ELL-PBT tem se mostrado como um método que extrai os analitos com menor
teor de interferentes, uma vez que grande parte dos contaminantes fica aprisionada a
porcdo aquosa congelada (FREITAS et al., 2021; LOPES; SILVERIO; SICUPIRA,
2023; MORAIS et al., 2014; SANTOS et al., 2022). Entretanto, até o momento, este
método tem sido pouco utilizado para a extracdo de neonicotinoides (WATANABE,
2021) e nao foi encontrado trabalhos usando esse método para extragdo do

dinotefuran.

Varios autores tém recorrido a esse método para extracdo de residuos de
agrotéxicos em matrizes biolégicas. Demonstrando a versatilidade do método, os
diferentes volumes de amostra e tempos de congelamento. Taxas de recuperagéo
entre 82 e 110%; podendo ser empregado tanto para cromatografia em fase liquida
quanto em fase gasosa, como pode ser observado (TABELA 3.3).
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Analito alvo Classe do Matriz Tempo Técnica LQ Recuperacao Autores
Agrotéxico Congelamento (ug L) (%)
Clorpirifés 6 mL de Agua 3 horas CG- - - (SILVEIRA et al., 2016)
DCE
Azoxistrobina, Fungicida 4 mL de Agua 3 horas CG-DCE 2,33 a 89,3 a 109,8 (RODRIGUES et al.,
difenoconazol e 13,98 2017)
clorotalonil
Inseticida 4 mL de Agua 1 hora CG-EM 500 91 a 108 (MESQUITA et al.,
Organoclorados 2018)
4mL de Agua 3 horas 2,33 a 89,34 109,81
Azoxystrobin, Fungicida CG-DCE 13,9 (RODRIGUES et al.,
chlorothalonil, e 4 gramas de 6 horas 87,64 a 03,50 2019)
difenoconazole poupa 1,33 a
tomates 8,32
24D Herbicida 4 mL de 1 hora CLAE- 2,0 97,9 a100,4 ( FREITAS, 2021)
Agua DAD
Zoxystrobin, Fungicida 4 mL Agua 3 horas CG-DCE 233 a 89,34 a 03,80
chlorothalonil, e 4 gramas de 13,98 (RODRIGUES et al.,
difenoconazole. poupa de 6 horas 82,37 a 07,01 2021)
pimentao 3,67 a
11,65
Formicida Mel 1 hora CG-EM 20a4,0 107,9a111,7 (SANTOS et al., 2022)
Aldrin e Mirex e 84,1 a97,5
1,0a22,0
fipronil Inseticida 275 mg Casca 4.5 horas CLAE- 8,37 100,7 (AMBROSIO et al.,
de ovo de DAD 2022)

tartaruga
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Continuagao Tabela 3.3

Analito alvo Classe do Matriz Tempo Técnica LQ (ug Recuperagao Autores
Agrotoxico Congelamento L") (%)
4 gramas
Imazalil Fungicida Sementes, 6 horas CG-EM 25 92,26 a 107,19 (DE FREITAS FAEDA et
poupa e casca al., 2023)
de mamé&o
Florpyrauxifen-benzyl Herbicida 4 gramas Solo 1 hora CLAE- 20 108,8 (LOPES; SILVERIO;
DAD SICUPIRA, 2023)

LQ: limite de quantificagao; CG-DCE: cromatografia em fase gasosa com detecgado por captura de elétrons; CG-EM: cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas. CLAE-DAD: cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia acoplada a detector diodo.
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3.3 Técnicas de analise

Analises de residuos de agrotoxicos em matrizes organicas sdo complexas de
serem executadas, uma vez que esses compostos possuem diferentes propriedades
fisico-quimicas e ocorrem em concentragbes em niveis de tragos e na presenca de
compostos interferentes (CALDAS et al., 2011; WATANABE, 2021; YU, FENGJIE et
al., 2021; ZHOU, YING et al., 2018).

A determinagéao de residuos de agrotéxicos tem sido tradicionalmente realizada
por técnicas cromatograficas, como CG e CLAE, em fungdo de suas elevadas
capacidades de separacgao, identificagao e quantificagao dos compostos (CALDAS et
al., 2011; FAROUK et al., 2016; STEHLE et al., 2023; THOMPSON et al., 2020;
WATANABE, 2021; WOLFRAM et al., 2023). E importante relatar o aprimoramento
dos instrumentos de deteccdo utilizados nas analises cromatograficas nos ultimos
anos, que tem permitido a detecgdo de agrotoxicos em concentragbes cada vez
menores e nas mais diversas matrizes (HEO et al., 2022; MOU et al., 2023; NIMAKO
etal.,, 2022; TAIRA et al., 2021; TU et al., 2023; WATANABE et al., 2016).

O Dinotefuran assim como a maioria dos inseticidas neonicotinoides nao é
volatil, tem estabilidade térmica e elevada polaridade, (log Kow = -0,549), sendo
predominante o uso de cromatografia em fase liquida acoplada espectrometria de
massas (do inglés, MS - Mass Spectrometry) ou cromatografia em fase liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodo (CLAE-DAD) em suas analises
(SANDSTROM et al., 2022; THOMPSON et al, 2020; WATANABE, 2021;
WATANABE et al., 2016; ZHOU, YING et al., 2018).

Nos ultimos 10 anos, varios estudos envolvendo métodos de extracao e analise
de dinotefuran foram conduzidos, mostrando uma predominancia do uso do método
QUEChERS com adaptagdes; uso de cromatografia liquida, e detectores DAD e MS;
limites de quantificagdo entre 0,1 €160 (ug L'/ ug kg'), como pode ser observado na
(TABELA 3.4).
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Tabela 3.4 - Métodos de extracao e analise do dinotefuran e respectivos limites de detec¢ao e quantificagcdo em matrizes naturais

Matriz Método de Método de analise* Autores LD LQ
extragéo (MgL"/pgkg™)  (ug L"/pgkg™)
Melao QUEChERS LC-UVD (RAHMAN et al., 2013) 50 160
Cha (folhas secas e infusao) QuEChERS LC-MS/MS (RAHMAN et al., 2015) - 10
Pepino, solo QUEChERS CLAE- DAD (FAROUK et al., 2016) 3-10 10- 30
Mix de vegetais QUEChERS CLAE-DAD (WATANABE et al., 2016) 1,1 3,2
beringela QuEChERS (RRLC-QgQ- (CHEN, XIAOXIN et al., 2018) - 0,2
MS/MS)

QuEChERS CLAE--MS (WANG, YINGHUAN et al., 3 10
Tecido animal (lagarto) modificado 2018)
Minhocas QuEChERS CLAE--MS (ZHANG, YIPING et al., 2020) - -
Solo QUEChERS LC-MS/MS (YU, BO et al., 2020b) - 0,11

modificado
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Continuagao Tabela 3.4

Matriz Método de Método de analise* Autores LD LQ
extragéo (Mg L'/ ug kg™) (Mg L/ pg kg™)
Cha QuEChERS CLAE- MS /MS (ZHANG, YIPING et al., 2020) - 0,81
Solugao aquosa de Mel - Deteccao por (YANG et al., 2020) - -
Inflorescéncia
Abelhas CLAE--MS (ZHANG, YUE et al., 2021) - -
Mostarda QuEChERS CLAE- -DAD (LI, XIAOQING et al., 2021) 10 40,0
modificado
Solugado (TBA)*** - UPLC- MS (LIU, XUE et al., 2021) - -
Poupa de tomate QuEChERS UHPSFC-MS/MS (CHEN, ZENGLONG et al., - 1,0-5,0
2021)

Tecidos de Peixe Zebra - SFC-MS/MS (Dl et al., 2021) -
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Matriz Método de Método de anélise* Autores LD LQ
extragéo (Mg L' /ugkg™) (g L"/pgkg™)
Mix de vegetais - UHPLC- MS (LIU, JIN et al., 2021) - 100**
Agua SPE LC MS/ MS (THOMPSON; KOLPIN; et al., - -
2021)
Agua SPE CLAE- MS /MS (XIONG et al., 2021) 0,036 0,122

*(UHPSFC-MS/MS) ultra cromatografia de fluido supercritico de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas; SFC-MS/MS cromatografia

de fluido supercritico acoplado espectrometria de massas com triplo quadrupolo com ionizagao por electrospray; CLAE-MS cromatografia em

fase liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas; CLAE MS MS cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia acoplada a

espectrometria de massas com triplo quadrupolo com ionizagéo por electrospray; CLAE—-DAD cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia

acoplada a detector diodo; LC-MS/MS cromatografia em fase liquida acoplada a espectrometria de massas com triplo quadrupolo com ionizagao

por electrospray; LC-UVD cromatografia em fase liquida acoplada a detector ultra violeta; (RRLC-QqQ-MS/MS) cromatografia liquida

espectrometria de massa em tandem de triplo quadruplo; SPE extracao em fase sélida; QUEChERS Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and

Safe (rapido, facil econémico, efetivo, robusto e seguro) **Na matriz alface; ***TBA Tert-butyl alcohol.
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Apesar dos varios estudos de investigacdo sobre a presenca de residuos de
dinotefuram em varias matrizes alimenticias e ambientais, ndo foi encontrado
trabalhos usando a metodologia extracao liquido-liquido com purificagdo em baixa
temperatura (ELL-PBT). Sendo assim, esse trabalho procurou testar essa metodologia
como uma possivel forma de extragdo de dinotefuran para amostras organicas. Uma

vez que nao existe uma recomendacéo oficial para extragao desse inseticida no Brasil.
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4 ARTIGOS

4.1 Método de extragao e quantificagao de dinotefuran em amostras de agua
Resumo: O dinotefuran € um composto pertencente a terceira geragao de inseticidas
nicotinoides, que tem se mostrado eficaz no combate a pragas resistentes a
inseticidas convencionais, como organofosforados, carbamatos e piretroides. Essa
molécula apresenta elevada solubilidade em agua (39,830 g L' a 25 °C) em relagéo
a outros pesticidas, o que facilita seu arraste e lixiviagado para as camadas inferiores
do solo. Portanto, o presente estudo teve como objetivo otimizar e validar a extragao
liquido-liquido com purificagdo a baixa temperatura (ELL-PBT) para determinar
residuos de dinotefuran em agua por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector por arranjo de diodos (CLAE-DAD). Os resultados revelaram que as
porcentagens de recuperacdo do analito variaram de 85,44 a 89,72% com desvio
padrao relativo inferior a 5,8%. A ELL-PBT foi seletiva, precisa, exata, linear na faixa
de 10,0 a 210 yg L™, e os limites de detecgdo e quantificagao foram de 5,00 e 10,00
ug L, respectivamente. O efeito de matriz foi inferior a 14%. O estudo de estabilidade
deste composto em agua revelou significativa persisténcia desta molécula em agua
na auséncia de luz (>130 dias), e meia-vida de sete dias em agua exposta a luz solar.
Nao foi possivel a deteccao de dinotefuran em amostras reais de agua coletadas na
regidao sul do Estado de Minas Gerais. A ELL-PBT acoplada a analise por CLAE-DAD
apresentou-se como um método simples, de facil execugao e eficiente para extracao

e analise do dinotefuran em amostras de agua.

Palavras-chave: ELL-PBT, CLAE-DAD, Metodologia de extragdo, inseticidas

neonicotinoide.

Extraction method for determining dinotefuran insecticide in water samples

Abstract: The dinotefuran is a compound belonging to the third generation of
nicotinoid insecticides, and has been effective in combating pests which are resistant
to conventional insecticides such as organophosphates, carbamates and pyrethroids.
This molecule presents high-water solubility (39,830 mg L' at 25 °C) compared to
other pesticides, which facilitates its drag and leaching to lower soil layers. Therefore,
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the present study aimed to optimize and validate liquid—liquid extraction with low
temperature purification (LLE-LTP) to determine dinotefuran residues in water by high
performance liquid chromatography with diode array detection (HPLC-DAD). The
results revealed that the analyte recovery ranged from 85.44 to 89.72% with a relative
standard deviation less than 5.8. LLE-LTP was selective, precise, accurate, and linear
in the range from 10.0 to 210 ug L-", and presented limits of detection and quantification
of 5.00 and 10.00 ug L™, respectively. The matrix effect was < 14%. The stability study
of dinotefuran in water revealed significant stability of this molecule in water in the
absence of light (>130 days), and a half-life of 7 days in water with sunlight. LLE-LTP
coupled to HPLC-DAD was a simple, easy and efficient method for extracting and

analyzing dinotefuran in water samples.

Keywords: LLE-LTP, HPLC-DAD, extraction methodology, neonicotinoid insecticide.

411 Introducgao

O uso de inseticidas tornou-se indispensavel na agricultura moderna devido a
necessidade de alta produgao de recursos agricolas para atender uma populagdo em
rapido crescimento. Atualmente, o Brasil € o 3° maior consumidor de agrotéxicos do
mundo, atras dos Estados Unidos e da China (MORAES, 2019). No mercado nacional
de agrotéxicos, em 2020, foram comercializadas 80 mil toneladas de inseticidas,

correspondendo a 12% do total de agrotdéxicos comercializados no pais.

Nesse cenario, podemos destacar o dinotefuran, 1-metil-2-nitro-3-(tetrahidro-3-
furilmetil) guanidina, um composto pertencente a terceira geragdo de inseticidas
nicotindides. Foi langado em 2002 pela Mitsui Chemicals Agro e desde entédo tem sido
altamente utilizado para muitas culturas em muitos paises (CHEN, XIAOXIN et al.,
2018; LIU, TONG et al., 2017; WATANABE, 2021; XU et al., 2022; YANG et al., 2020;
YU, BO et al., 2020; ZHANG, QUAN et al., 2022).

O dinotefuran tem sido eficaz no combate a pragas resistentes a inseticidas
convencionais, como organofosforados, carbamatos e piretroides (WATANABE;
BABA; MIYAKE, 2011). Atua ligando-se aos receptores pos-sinapticos (hnAChR) do

sistema nervoso central dos insetos, afetando a ligagcao da acetilcolina nicotinica (LIU,
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TONG et al., 2017; WATANABE, 2021; XU et al., 2022; YANG et al., 2020; YU, BO et
al., 2020; ZHANG, QUAN et al., 2022). Essas caracteristicas o tornaram autorizado
para uso agricola no Brasil em 2019, podendo ser aplicado em diversas culturas como
algodao, arroz, cereais diversos, batata, café, cana-de-agucar, frutas citricas, feijao,
grao-de-bico, milho, soja, sorgo, tomate, trigo, entre outros com limite maximo de
residuo (LMR) variando de 10 a 600 pg kg™' (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA (ANVISA), 2021).

Essa molécula apresenta alta absorcéo pelas plantas, alta eficiéncia inseticida
e baixa toxicidade ao meio ambiente e ao homem (HALLMANN et al., 2014; LIU,
TONG et al., 2017). Possui relativa estabilidade no solo, com meia-vida de 80 a 100
dias (MORRISSEY et al., 2015; RAN et al., 2021). Contudo, sua elevada solubilidade
em agua (39 a 89,7 g L") (LIU, X. et al., 2021; RAMOS-PERALONSO, 2014), facilita
seu arraste e lixiviacdo para camadas mais profundas do solo e pode levar a
contaminagdao de aguas superficiais (STEHLE; SCHULZ, 2015) e subterraneas
(BERENS; CAPEL; ARNOLD, 2021; THOMPSON; KOLPIN; et al., 2021).

Até o momento, os métodos QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe ou rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro), e a extragdo em
fase sélida tem sido usados para extrair dinotefuran de amostras de agua (CHEN,
XIAOXIN et al., 2018; CHEN, ZENGLONG et al., 2021; FAROUK et al., 2016; LI,
XIAOQING et al., 2021; WATANABE et al., 2016). Esses métodos tém apresentado
altas taxas de recuperagao, porém, até o momento, a extracao liquido-liquido com

purificacdo em baixa temperatura (ELL-PBT) nao foi utilizada para esse inseticida.

O ELL-PBT é um método de preparo de amostras que consiste na extracdo de
um analito de uma matriz aquosa por meio da adigdo de um solvente organico e
reducdo da temperatura (SILVEIRA et al., 2016). A extragdo ocorre porque as
moléculas do analito sédo transferidas para o solvente organico, enquando a matriz
aquosa solidifica (MESQUITA et al., 2018). De maneira geral, esse método tem se
destacado por extrair os analitos com menor teor de interferentes, pois a maior parte
dos contaminantes congela junto com a fase aquosa (MORAIS et al., 2014),

eliminando assim a etapa de clean up.
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O objetivo deste estudo foi otimizar e validar a extracdo ELL-PBT seguida da
analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgao por arranjo de diodos

(CLAE-DAD) para a determinagao de dinotefuran em agua.

4.1.2 Material e métodos

4.1.2.1 Reagentes e solugdes

O padrao de dinotefuran, 99,9% pureza (m/m), foi adquirido da Sigma Aldrich
(St. Louis, EUA). O solvente de grau HPLC, acetonitrila (ACN) foi adquirido da J.T.
Baker (Phillipsburg, EUA). Os solventes P.A, incluindo acetato de etila (AC), acetato
de sédio e acido acético glacial foram adquiridos da Dindmica (Diadema, Brasil),
acetonitrila (ACN) da Exodo Cientifica (Sumaré, Brasil), 4cido férmico (FA) da Sigma
Aldrich (St. Louis, EUA) e acido cloridrico 37% da Anidrol (Diadema, Brasil) e cloreto
de sédio da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Todos os solventes foram filtrados em

membrana de PTFE de 0,22 ym de poro que foi adquirida da Filtrilo (Colombo, Brasil).

Foram preparadas solugdes estoque padrao na concentragdo de 20 mg L' e
solugdes de trabalho na concentragdo de 5 mg L', ambas em acetonitrila. Todas as

solucdes foram armazenadas em frasco ambar a -20° C.

4.1.2.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados neste estudo foram: balanga analitica da Shimadzu
(Sao Paulo, Brasil), pHmetro digital Quimis (Sdo Paulo, Brasil), bomba de vacuo da
Prismatec (Itu, Brasil), vortex da Scilogex (Rocky Hill, EUA), espectrofotémetro de
absorgao na regiao do ultravioleta e visivel (UV-Vis) Cary 60 da Agilent Technologies
(St. Clair, EUA). As micropipetas utilizadas foram Labmate Pro 20 — 200 + 0,1 pL, 100
—1000 £ 1 yL e 1000 — 5000 + 5 pL da HTL (Warszawa, Polonia).
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4.1.2.3 Analises cromatograficas

Para determinar o comprimento de onda de maxima absorcdo, solugdes
padrdo de dinotefuran a 5 mg L' foram preparadas e submetidas ao processo de
varredura de 190 a 500 nm em espectrofotometro Cary 60 (Agilent Technologies, St.

Clair, EUA) utilizando acetonitrila como solvente.

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo de alta
eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD, modelo 1290,
Agilent Technologies, St. Clair, EUA). O volume de injecao foi de 10 L, e as condi¢des

cromatograficas otimizadas podem ser vistas nas (TABELAS 4.1.1 e 4.1.2).

Tabela 4.1.1 - Otimizacao das condi¢gbes cromatograficas para o dinotefuran.

Paréametros
Col Kinetex (C18) (100A, 150 mm x 4.60 mm, 5 ym, Phenomenex)
olunas
_ Poroshell 120 EC-C18 (50 mm x 4.60 mm, 2.7 um, Agilent)

cromatograficas . .
ZORBAX Eclipse C18 column (50 mm x 2.1, 1.8 um, Agilent)
0,3 mL min™"

Fluxo da fase movel 0,5 mL min™
1,0 mL min""
20 °C

Temperatura da coluna
30 °C
40 °C

Composicao da fase

ACN:H20 100:0; 90:10; 80:20; 70:30; 60:40 e 50:50 (v/v)
movel no modo
isocratico

ACN: acetonitrila.
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Tabela 4.1.2 — Condigbes cromatograficas otimizadas para o dinotefuran, em modo

de eluigdo gradiente.

Tempo ACN (A%) H.O ( B)
minutos (v:v) (v:v)
0,0 50,00 50,00
7,00 100,00 0,00
Gradiente 1 8,50 100,00 0,00
8,60 50,00 50,00
11,00 50,00 50,00
0,0 10,00 90,00
7,00 100,00 0,00
Gradiente 2 8,50 100,00 0,00
8,60 10,00 90,00
11,00 10,00 90,00

*Condigbes cromatograficas: fluxo 0,3 mL min'; T = 20 °C para o gradiente 1 e 30° C para o

gradiente 2; volume inje¢do 10 uL, coluna kinetex.

4.1.2.4 Otimizagdo da ELL-PBT

Para otimizar o método, 4 mL de agua Mili-Q, livre de inseticida foram
adicionados a um frasco de vidro de 22 mL e, em seguida, fortificados com 73 yL da
solugéo de trabalho contendo dinotefuran na concentragéo de 5 mg L' e adicionados
8 mL de solugao extratora. Essa mistura foi agitada em vortex por 30 segundos e
colocada no freezer a -20 °C por 1 ou 2 horas, até o congelamento completo da fase
aquosa. Em seguida, 5 mL da fase orgéanica liquida foram completamente evaporados
e ressuspensos em 400 uL da fase moével usada para a analise cromatografica. Por
fim, as amostras foram filtradas em filtro de nailon de 0,22 um e armazenadas em
frasco de 2 mL a -20 °C, até analise por CLAE-DAD.
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A ELL-PBT foi otimizada avaliando nove composi¢coes de fase de extragao

conforme a Tabela 4.1.3. As médias das porcentagens de extracdo foram comparadas

pela analise de variancia e teste de tukey (P < 0,05).

Tabela 4.1.3 - Composic¢ao das fases extratoras otimizadas no método

Ensaios Solugao de extracdo Sal Acidificacao Tampao Tempo (h)
1 8 mL ACN - - - 1
2 6,5mL de ACN

+ 1,5mL EtOAc - - - 1
3 8 mL ACN - 0,1% AF (v/v) - 1
4 8 mL ACN - 0,2% AF (v/v) - 1
5 8 mL ACN - 0,1% HCI (v/v) - 1
6 8 mL ACN 0,2gNaCl - - 2
7 8 mL ACN 0,2gNaCl  0,1% AF (v/v) - 2
8 8 mL ACN - Tampao Ac. 2
9 8 mL ACN - 0,1% AF (v/v) - 2

ACN = Acetonitrila; EtOAc = Acetato de etila; AF = Solug&o de &cido formico 0,1 % (v/v); HCI = Solugéo

de &cido cloridrico 0,1 % (v/v), Solugdo tamp&o com 20 mL de acido acético e 150 g de acetato de

sédio).

4.1.2.5 Validagao

A validagdo da metodologia foi realizada por meio da seletividade, limite de

detecgédo (LD), limite de quantificagao (LQ), precisao, exatidao, faixa de linearidade e

efeito de matriz, conforme recomendado pelo Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizagéo e Qualidade (INMETRO, 2016) e protocolo SANTE (PIHLSTROM et al.,

2018). Agua mili-Q livre do inseticiada foi usada como branco em todas as etapas da

validacao.
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A seletividade foi investigada comparando-se os cromatogramas dos extratos
da matriz aquosa fortificada e do branco (extrato da matriz livre de dinotefuran), em

seis repeticdes independentes.

O LD foi determinado comparando-se a menor concentracao de fortificacdo da
matriz que forneceu um cromatograma com area de pico trés vezes maior que o ruido
no mesmo tempo de retencao do dinotefuran. O LQ foi determinado comparando-se
a menor concentragao de fortificagdo da matriz que forneceu um cromatograma com
area de pico dez vezes maior que o ruido no mesmo tempo de retencdo do
dinotefuran. Sendo o ruido avaliado a partir da analise da matriz ndo fortificada ou

branco.

A exatidao foi determinada através de experimentos de recuperagao do analito
da matriz fortificada usando trés niveis de concentragao de 10,0, 90,0 e 170,0 ug L™,
com trés repeti¢cdes cada, sendo aceitos valores de recuperacao entre 70 e 120%. A
precisao foi determinada através de experimentos de recuperagao do analito na matriz
fortificada na concentragdo de 90,0 ug L', com sete repeticdes e foi avaliada pelo
desvio padrao relativo (DPR) das repeti¢cdes, sendo valores DPR inferiores a 20%

considerados aceitos.

A linearidade foi avaliada por meio de uma curva analitica da matriz fortificada
em seis niveis de concentragdo 10, 50, 90, 130, 170 e 210 ug L', com trés repeticdes
independentes para cada nivel. O método dos minimos quadrados ordinarios foi
utilizado para estimar os paradmetros de regressao linear. O teste de Jackknife foi
empregado para detectar e excluir outliers em até 22,2% dos dados originais. A
regressao foi avaliada quanto a normalidade (teste de Ryan e Joiner), independéncia
(teste de Durbin e Watson) e homocedasticidade (teste de Brown e Forsythe) dos
residuos. A analise de variancia (ANOVA) foi aplicada as curvas analiticas para testar

os desvios de linearidade e significancia da regressao.

O efeito matriz (EM) foi avaliado comparando-se dois coeficientes angulares de
curvas analiticas, sendo uma preparada no solvente (acetonitrila) e outro no extrato
de matriz aquosa (modo de calibragdo matrix-matched), ambos contendo o
dinotefuran nas concentragdes de 10, 50, 90, 130, 170 e 210 ug L', em triplicata. As

duas curvas analiticas foram avaliadas de acordo com o procedimento de linearidade,
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conforme descrito anteriormente. O efeito de matriz foi determinado pela (EQUACAO

1).

EM(%) = 100 * (M - 1) 1)

Asolvent

Onde: EM = efeito de matriz; amatrix = coeficiente angular da curva analitica no extrato

da matriz;
Osolvent = cO€ficiente angular da curva analitica no solvente (ACN).

Para a interpretagcao do resultado, considerou-se que valores proximos a zero
indicam auséncia de efeito de matriz. Se o valor for maior que zero, significa aumento
da area do analito, promovido pela matriz. Se o resultado for menor que zero, indica
reducao da resposta do analito, causada por componentes da matriz (INMETRO,
2016).

4.1.2.6 Estudo de estabilidade

Um experimento foi conduzido para avaliar a estabilidade do dinotefuran em
agua, simulando condi¢gbes ambientais. O estudo foi realizado no periodo de abril a
junho de 2022. Para tanto, seis frascos de vidro de 100 mL foram preenchidos com
60 mL de agua subterranea (pH = 7,20) e fortificada para obtencao de uma solugao
com concentragdo de 210 ug L' do inseticida. Trés garrafas foram expostas a luz em
local que recebesse irradiagédo solar direta durante a metade do dia e trés garrafas
foram armazenadas em local sombreado e protegidas da luz com papel aluminio. As
extragdes e analises cromatograficas foram realizadas a cada dez dias. As garrafas
foram pesadas antes e apds a extracao, a fim de verificar e repor a possivel perda de

agua por evaporagao.

4.1.2.7 Analises de amostras reais
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Foram coletadas 12 amostras de agua, sendo 4 pertencentes a pogos
artesianos e 8 amostras de aguas superficiais na regido sul de Minas Gerais (cidades
Espirito Santo do Dourado, Pouso Alegre e Silvinépolis) conforme mostra a Figura
4.1.1. Foram coletados 300 mL de agua, acondicionados em frascos e armazenados

em temperatura ambiente até a analise.



Figura 4.1.1 - Posig&o geografica da regido de coleta das amostras de agua
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4.1.3 Resultados e discussao

4.1.3.1 Otimizagao das condi¢cbdes cromatograficas

O primeiro parametro avaliado na otimizagado das condigdes cromatograficas
foi o comprimento de onda para determinacao do dinotefuran. O espectro de absor¢ao

na regido do ultravioleta do dinotefuran pode ser visto na (FIGURA 4.1. 2).

Figura 4.1.2 - Espectro de absor¢cdo na regido ultravioleta da solugdo padréo de
dinotefuran em acetonitrila:agua com acido féormico 0,1% 50:50 na concentragédo de
5,0 mg L.
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O espectro obtido revelou maior absorbancia no comprimento de onda de 270
nm. Portanto, 270 nm foi definido como um comprimento de onda adequado para a
determinacao do dinotefuran em amostras de agua. Esse resultado esta de acordo
com estudos anteriores que usaram esse comprimento de onda em CLAE-DAD
(FAROUK et al., 2016; LI, XIAOQING et al., 2021; WATANABE et al., 2016).
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ApOs a determinagdo do comprimento de onda, trés colunas cromatograficas
foram avaliadas para determinagéo desse inseticida em amostras de agua, conforme
pode ser observado na Tabela 1. Os cromatogramas obtidos em cada coluna sao
apresentados na (FIGURA 4.1.3).

Figura 4.1.3 - Cromatogramas do extrato de matriz fortificado na concentracéo de 90
ug L', Condigdes cromatograficas: fase movel ACN, fluxo da fase movel 0,5 mL min-
', A =270 nm, volume de injegéo = 10 pL, temperatura 30 °C e (a) Coluna Kinetex, (b)

Coluna Zorbax e (c) Coluna Poroshell.
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Os resultados mostraram que o sinal cromatografico do dinotefuran em 270 nm
nao foi adequadamente separado, e sinais interferentes foram observados proximos
ao tempo de retengao do dinotefuran em todos os trés cromatogramas. No entanto, o
cromatograma obtido com a coluna Kinetex mostrou o pico atribuido ao dinotefuran
com sinais interferentes mais separados, pois esta coluna é mais longa (15 cm) em
relagédo as outras duas colunas (5 cm). O cromatograma obtido na analise pela coluna
Zorbax mostrou o pico do dinotefuran coeluido com os interferentes. O cromatograma
obtido usando a coluna Poroshell mostrou muito semelhante a coluna Kinetex, mas
os picos de interferéncia estavam mais proximos do pico do dinotefuran. Portanto, a

coluna Kinetex foi selecionada para as proximas etapas deste estudo.

Em seguida, foi avaliado o fluxo da fase mdvel em trés niveis, conforme pode
ser observado na Tabela 4.1.1. Os cromatogramas obtidos sdo mostrados na
(FIGURA 4.1.4).
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Figura 4.1.4 - Cromatogramas do extrato da matriz fortificado na concentragéo de 90
ug L' Condigdes cromatograficas: coluna kinetex, volume de injegdo = 10 uL, fase
movel ACN, T =30 °C e A =270 nm e fluxo da fase mével (a) 0,3 mL min-', (b) 0,5 mL
min-' e (c) 1,0 mL min".
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Os resultados obtidos revelaram que a redugao do fluxo para 0,3 mL min-' da
fase movel melhorou a separagcdo cromatografica e resultou em aumento da area
cromatografica do pico atribuido ao dinotefuran. Portanto, essa taxa de fluxo foi usada

para a proxima etapa de otimizacgao.

O terceiro parametro avaliado foi a temperatura da coluna cromatografica. Este
parametro também foi avaliado em trés niveis, conforme pode ser observado na
Tabela 1. O cromatograma obtido em cada temperatura € mostrado na (FIGURA
4.1.5).
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Figura 4.1.5 - Cromatogramas do extrato de matriz fortificado na concentragao de 90
ug L. Condigbes cromatograficas: coluna kinetex, volume de injegdo = 10 uL, fase
movel ACN, fluxo da fase movel 0,3 mL min-', A = 270 nm e temperatura (a) 20 °C, (b)
30 °C e (c) 40 °C.
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Os cromatogramas mostraram que a 30 °C, o pico atribuido ao dinotefuran foi
menor do que no cromatograma obtido a 20 °C, e na temperatura de 40 °C, observou-
se uma coeluicdo do pico do dinotefuran com um pico interferente. Portanto, a

temperatura de 20 °C foi selecionada para este estudo.

A seguir, foi avaliado as composi¢des de seis fases moveis, conforme pode ser
visto na Tabela 4.1.1. Os cromatogramas obtidos em cada fase movel podem ser
vistos na (FIGURA 4.1.6).
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Figura 4.1.6 - Cromatogramas do extrato da matriz fortificado na concentragéo de 90 ug L' .Condigdes cromatograficas: coluna kinetex, volume
de injegdo = 10 L, fluxo da fase mével 0,3 mL min", A = 270 nm, temperatura 20 °C e composi¢do da fase mével ACN:H;O (a) 100:0, (b) 90:10,
(c) 80:20, (d) 70:30, (e) 60:40 e (f) 50:50.
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Os resultados revelaram que as fases moveis avaliadas ndo foram capazes de
separar os picos. Portanto, foram avaliados dois tipos de modo de eluigdo em
gradiente, conforme pode ser observado na Tabela 4.1.2. O cromatograma obtido em

cada gradiente pode ser observado na (FIGURA 4.1.7).

Figura 4.1. 7 - Cromatogramas do extrato da matriz fortificada com dinotefuran na
concentragdo de 90 ug L. Condigdes cromatograficas: coluna Kinetex, volume de
injecdo = 10 pL, A = 270 nm, vazdo = 0,3 mL min-', fase movel ACN:H20, T = 20 °C
para gradiente 1 (a) e 30 °C para gradiente 2 ( b) conforme Tabela 4.1. 2.
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Os resultados obtidos revelaram um avangco na separagdo de sinais
cromatograficos com o uso de gradientes. Trabalhos anteriores realizados com
dinotefuran fizeram uso de acido formico na fase movel (NIMAKO et al., 2022; WU et
al., 2022; XIONG et al., 2021; ZHANG, HAIYUN et al., 2021).

Portanto, a fase madvel foi acidificada com acido férmico na concentracao de
0,1% (v/v). O cromatograma obtido € mostrado na (FIGURA 4.1.8).
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Figura 4.1.8 - Cromatograma do extrato da matriz fortificada com dinotefuran na
concentragédo de 90 ug L-'. Condigdes cromatograficas: Coluna Kinetex, volume de
inje¢gdo = 10 pL, A = 270 nm, T = 20 °C, vazéo = 0,3 mL min™', fase movel ACN:H20

acidificado com acido férmico, gradiente 1 eluicdo conforme Tabela 4.1. 2
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A adicdo de acido formico na fase movel no modo gradiente 1 promoveu
cromatogramas com picos mais intensos e com maior area cromatografica. Portanto,
esta condicdo cromatografica foi utilizada para determinagcdo de dinotefuran em
amostras de agua. Estudos anteriores também usaram acido férmico na fase movel
para melhorar o sinal do pico cromatografico do dinotefuran por CLAE (NIMAKO et al.,
2022; WANG, YINGHUAN et al., 2018; WU et al., 2022; XIONG et al., 2021; ZHANG,
HAIYUN et al., 2021; ZHANG, YIPING et al., 2020).

Apos encontrar as melhores condigdes cromatograficas, foi possivel obter

tempos de retencgéo (Tr) de 4,62 min e um sinal cromatografico estreito e nitido.

4.1.3.2 Otimizagao da ELL- PBT

ELL-PBT € um método de preparacao de amostra que promove a extracio de

analitos em amostras aquosas adicionando um solvente organico e congelando o
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sistema. Geralmente, o analito alvo € transferido para o solvente quando a fase
aquosa solidifica. Os principais parametros que influenciaram o desempenho do ELL-
LBT sao a composigao da fase de extragao, a forga ibnica e o tempo de congelamento.
Esses parametros foram estudados em nove condi¢des de extragdo. A porcentagem

da taxa de recuperacao do analito em cada teste € mostrada na (FIGURA 4.1.9).

Figura 4.1.9 - Taxa de recuperagéao de dinotefuran usando diferentes fases extratoras
em ELL-PBT. Letras diferentes significam médias de recuperacéo diferentes pelo teste

de tukey ao nivel de significancia de 5%. Ensaios descritos na bela Tabela 4.1.3
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O dinotefuran teve recuperacgao estatisticamente superior quando se utilizaram
fases extratoras com aumento da forca ibnica, (presenca de sal, acido ou tampao),
ensaios (3, 6, 7 e 8). A presenca de sais geralmente melhora a extragdo em fases
aquosas, uma vez que a afinidade da agua pelos ions dos sais é geralmente maior
que a afinidade pelo composto organico que se deseja extrair. Assim, nos ensaios
acima a maior forca ibnica pode ter contribuido para taxa de recuperacdao do

dinotefuran.

A utilizagdo de fases extratoras com misturas de solventes organicos é uma
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pratica comum na ELL-PBT, e pode melhorar a extragdo do analito (DE PINHO et al.,
2010; MORAIS et al., 2014). Nesse estudo, a adi¢do de 1,5 mL de Acetato de Etila a
6,5 mL de Acetonitrila na fase extratora, (ensaio 2), ndo melhorou a porcentagem de
recuperacao do analito. Provavelmente devido ao carater polar do dinotefuran e a sua

elevada solubilidade em Acetonitrila.

A fase extratora com acetonitrila acrescida de acido cloridrico 0,1%, ensaio 5,
apresentou a menor taxas de recuperagdo (FIGURA 4.1.9). A adigdo de acido
cloridrico na fase extratora, devido a elevada forga acida, adiciona hidrogénios na
porcao nitrogenada da molécula de dinotefuran, tornando-a ainda mais polar e mais

soluvel em agua o que pode influenciar negativamente na sua extragao.

Os ensaios 3 e 8 apresentaram maiores taxas de recuperagao 91,2 e 93,2
respectivamente, mas o ensaio 3 foi escolhido para este estudo, pois nestas
condi¢cdes os cromatogramas apresentaram menor ruido, como pode ser observado
na (FIGURA 10).
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Figura 4.1.10 - Cromatogramas do extrato matriz fortificado com dinotefuran na
concentragéo de 90 ug L', utilizando (a) extrato obtido no ensaio 3; (b) extrato obtido
no ensaio 8. Coluna Kinetex C18, 100 A (150 mm x 4,6 mm, 5um), fluxo 0,3 mL min-
', temperatura 20 °C, 1 = 270 nm, fase mével ACN:H20 acidificado com &cido formico,

gradiente 1 eluigdo de acordo com a Tabela 4.1.2.
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Apo6s definir as melhores condigdes cromatograficas e as melhores condigdes
de extracao, foi realizada a validagao do método de extragao por meio das principais
figuras de mérito, conforme (INMETRO, 2016 e SANTE, 2019).

4.1.3.3 Validagao

4.1.3.3.1 Seletividade

Nenhum pico interferente foi observado no mesmo tempo de retengdo do
dinotefuran, portanto, a metodologia otimizada neste estudo foi considerada seletiva
(FIGURA 4.1.11). E o espectro de absor¢ao do dinotefuran e do ruido da linha de
base no tempo de retencéo 4,62 minutos € mostrado na (FIGURA 4.1.12).
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Figura 4.1.11- Cromatogramas do extrato de matriz aquosa isenta de analito (a) e do

extrato de matriz aquosa fortificado com dinotefuran na concentragao de 90 ug L (b).
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Figura 4.1.12 - Espectros de absorgdo de dinotefuran (90 ug L) e do ruido de linha

de base no tempo de retencéo 4,62 minutos
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41.332LDelQ

Os valores de LD e LQ alcangados neste estudo sao apresentados na (TABELA
4.1.4).

Table 4.1.4 - Resultados da validagdo da metodologia ELL-PBT para a extracéo de

dinotefuran em amostras de agua

Recuperacao Media £ DPR (%)

Linearidade ) LD LQ
(Mg LT) 10,0 yg L@ 90,0 pgL™® 170pugL'a  (ugL")  (ugl’)
10,0-210,0 0,9974 8544+58 87,0636 89,72+1,84 5,00 10,0

a Media de trés repeticoes; b Media de sete repetigcbes; R2: coeficiente de determinagdo; DPR: desvio
padréo relativo; LD: limite de detecgao; LQ: limite de quantificagéo.

O valor de LQ alcangado neste estudo foi menor ou igual aos Limites Maximos
de Residuos (LMRs) permitidos para dinotefuran em culturas agricolas definidos pela
legislacéo brasileira (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA), 2021).
Portanto, este método pode ser utilizado para a analise de dinotefuran em aguas

destinadas ao uso agricola.

Estudos anteriores revelaram valores semelhantes na determinagdo de
dinotefuran em meldo por CLAE-UV, que atingiram LD e LQ de 50 e 160 ug Kg',
respectivamente (RAHMAN et al., 2013). Da mesma forma, este inseticida também foi
monitorado em amostras de infusao e folhas de cha usando LC-MS/MS e os valores
de LQ alcangados foram de 10 ug Kg' (RAHMAN et al., 2015). Usando CLAE-DAD
para monitorar dinotefuran em solo e pepino foram encontrados LD de 3 e 10 ug Kg-
', respectivamente, e LQ de 10 e 30 ug Kg™', respectivamente (FAROUK et al., 2016).
Em extrato de tomate, usando ultracromatografia com fluido supercritico de alta
performance acoplada a espectrometria de massa UHPSFC-MS/MS, foi alcancado
LQ de 5 ug Kg' (CHEN, ZENGLONG et al., 2021).

Os valores de ingestdo diaria aceitavel (IDA) de dinotefuran tém sido

semelhantes entre diferentes 6rgédos reguladores, sendo de 20 ug Kg' para a
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legislagéo internacional (EPA 2004 e FAO WHO, 2012), e de 22 ug Kg' aceito pela
legislagao brasileira (ANVISA, 2021; APVMA , 2015 e EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTHORITY, 2014). Da mesma forma, essas instituicdes concordam que o limite
maximo de dinotefuran permitido para agua potavel deve ser de 132 mg L-, valor
superior ao LQ encontrado no presente estudo. O que credenciaria o método para a

investigacdo da potabilidade da agua quanto a presencga do dinotefuran.

4.1.3.3.3 Precisao e exatidao

A precisdo e a exatiddo foram avaliadas simultaneamente e os resultados
obtidos estdo apresentados como porcentagens meédias de recuperagdo de
dinotefuran e desvio padrao relativo na Tabela 4. Como os valores de DPR ficaram
abaixo de 20% a metodologia foi considerada precisa. Como as taxas de recuperagao

ficaram entre 70 a 120%, foi confirmada a exatiddo da metodologia proposta.

4.1.3.3.4 Linearidade

A linearidade foi avaliada através da curva analitica das amostras de agua
fortificadas em seis niveis equidistantes, com trés repeticoes independentes para cada

nivel, sendo o primeiro nivel o valor do LQ (FIGURA 4.1.13).

Os parametros da regressado linear foram estimados pelo método dos
quadrados minimos ordinarios, obtendo-se os valores de inclinagcao, intersecéo e
coeficiente de determinagéo (R?), conforme pode ser observado na (FIGURA 4.1.13
(a)). Os valores outliers foram confirmados e tratados pelo teste de Jackknife, no qual

apenas quatro outliers foram excluidos (FIGURA 4.1.13 (b)).

A distribuicdo normal dos residuos da regressao foi confirmada pelo teste de
Ryan-Joiner, com um coeficiente de correlagdo do teste de Ryan-Joiner (0,9885)

maior que o coeficiente de correlagdo critica (0,9351) (FIGURA 4.1.13(c)).
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A homocedasticidade dos residuos da regressao foi confirmada pelo teste de
Brown-Forsythe, com valor de tL (-1,262) menor que o valor teritico (2,179). O teste de
Durbin-Watson demonstrou a independéncia dos residuos da regresséo que estao

distribuidos aleatoriamente nos quatro quadrantes (FIGURA 4.1.13 (d)).

A regressao foi significativa e ndo houve desvio de linearidade na faixa de
concentragdo entre 10,0 e 210 ug L™, indicando que a metodologia ELL-PBT acoplada

a CLAE-DAD foi linear para a determinagao de dinotefuran em amostras de agua.

Todas as avaliagdes de linearidade seguiram os procedimentos propostos por
(BAZILIO et al., 2012; DE SOUZA; JUNQUEIRA, 2005).

Figura 4.1.13 - Graficos obtidos no estudo da linearidade da ELL-PBT. Curvas
analiticas de dinotefuran em solvente e extratos da matriz (a). Residuos da regresséo
linear apds a exclusao dos outliers (teste de Jackknife) (b). Probabilidade normal dos
residuos de regressdo para o dinotefuran (c). Autocorrelacdo dos residuos de
regressdo para o dinotefuran (d). ei: residuo; R% coeficiente de determinagdo; R:

coeficiente de correlacdo do teste de Ryan-Joiner; d: Estatisticas de Durbin-Watson.
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4.1.3.3.5 Efeito de matriz

O efeito da matriz foi analisado comparando as curvas analiticas do dinotefuran
preparado em acetonitrila e em extratos da matriz (FIGURA 4.1.13 (a)). O efeito de
matriz calculado foi de -13,81%, indicando uma redugéao na area cromatografica do
dinotefuran causada pela matriz aquosa. Este resultado esta de acordo com trabalhos
anteriores, pois a agua € uma matriz com poucos interferentes e consequentemente
apresentou menor variagao na resposta cromatografica quando comparada a outras
matrizes como solo e lodo de esgoto. Diferentes estudos determinaram a presencga de
dinotefuran em amostras de agua e também relataram a auséncia ou um baixo efeito
de matriz para a agua, ou ainda utilizaram calibragdo na matriz como realizada em
nosso estudo (BERENS; CAPEL; ARNOLD, 2021; KIM, JIWON et al., 2021;
THOMPSON; HRUBY; et al., 2021).

4.1.3.4 Ensaios de estabilidade do dinotefuran

A estabilidade do dinotefuran em agua foi monitorada por 130 dias, na luz solar
e na auséncia de luz solar. Os resultados obtidos para o monitoramento da

estabilidade do dinotefuran em agua podem ser vistos na (FIGURA 4.1.14).
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Figura 4.1.14 - Concentragcdo média de dinotefuran em amostras de agua subterranea

na presencga e auséncia de luz solar, durante 130 dias.
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Os resultados revelaram que, sob condi¢des de exposi¢ao a luz solar, a meia-
vida do dinotefuran foi de aproximadamente 7 dias. Por outro lado, na auséncia de luz
solar, ha pouca variagao na concentragao desse inseticida, indicando que a molécula
de dinotefuran sofre uma degradagcdo mais acentuada na presenca de luz solar
(THOMPSON; KOLPIN; et al., 2021). Este resultado esta de acordo com estudos
anteriores que determinaram valores de meia-vida variando de 1 a 8 dias e 7 a 8 dias
a 40 °C para diferentes estagdes (APVMA, 2015). Os resultados também indicam que
nas aguas subterraneas, os residuos de dinotefuran podem permanecer por periodos
prolongados, pois nao houve reducao significativa na concentragao de dinotefuran em
130 dias sob condi¢bes de protegao da luz.

Estudo anterior encontrou maior prevaléncia de neonicotindides usados em
tratamento de sementes que n&o recebem incidéncia de luz solar no campo, em aguas
subterraneas. (THOMPSON; HRUBY; et al., 2021).

Uma consideracao importante deve ser feita para areas com cultura de café,
unica das culturas que tem indicacao de aplicacdo de dinotefuran via solo no Brasil
(ANVISA, 2021). Pois neste tipo de aplicagcdo pode ocorrer maior infiltracdo e

persisténcia do dinotefuran, devido ao menor contato com a luz solar.
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4.1.3.5 Monitoramento de amostras reais

Na analise das amostras reais pelo método otimizado e validado neste estudo
nao foram detectados residuos de dinotefuran. Indicando a n&o ocorréncia do
inseticida ou a ocorréncia em concentragdes abaixo da concentracao detectavel pelo
meétodo analitico proposto neste estudo. Devido a recente autorizagdo para uso no
Brasil ou seu uso limitado, associado ao curto periodo de estabilidade em condigbes

de campo, também pode ter contribuido para a nao detecgdo em amostras reais.

Estudo anterior revelou que a analise da agua dos principais aquiferos de lowa,
Estados Unidos, encontrou uma menor taxa de contaminacédo por dinotefuran em
relagéo a outros neonicotinodides (1,4 ng L', em apenas 0,1% das aguas amostradas)
(THOMPSON; HRUBY; et al.,, 2021). Em investigagdo sobre a permanéncia de
neonicotinoides em areas agricolas nos Estados Unidos, ndo foi constatada
contaminagao por dinotefuran devido ao uso incomum do inseticida nas areas
analisadas (THOMPSON; KOLPIN; et al., 2021). Porém, nas aguas do rio Nakdong,
na Coreia do Sul, o dinotefuran apresentou a maior concentragéo (70,8 ng L"), o que
foi atribuido a maior comercializagao desse inseticida no pais (148 ton por ano) (KIM,
JIWON et al., 2021).

4.1.4 Conclusoes

A ELL-PBT otimizada e validada seguida da CLAE-DAD foi simples, pratica,
eficiente, com reduzido numero de etapas, consumo de solvente e amostra. A
metodologia foi seletiva, precisa e exata, e linear na determinagéo de dinotefuran em
amostras de agua. Os limites de quantificagdo obtidos foram inferiores aos limites
maximos de residuos estabelecidos pela legislagao nacional e internacional. Portanto,
a ELL-PBT pode ser considerada uma alternativa eficiente para monitoramento de
dinotefuran em agua. O estudo da estabilidade deste inseticida em agua na auséncia
de luz solar revelou que os residuos de dinotefuran podem permanecer por periodos

prolongados >130 dias. No entanto, na presenga da luz solar, essa degradag¢ao ocorre
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com mais facilidade. Provavelmente, este foi um dos motivos para a ndo deteccao

deste inseticida em nenhuma das amostras de agua avaliadas.

4.1.5 Referéncias

ANVISA (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA). Monografias de
agrotocios autoriadas D55 Dinotefuran.(2021). Disponivel em:
<https://www.gov.br/anvisa/pt-
br/setorregulado/regularizacao/agrotoxicos/monografias/monografias-
autorizadas/d/4307json-file-1/view>. Acesso em: 26 nov. 2022.

APVMA Product Starkle 200 SG Insecticide. 2015, KINGSTON ACT 2604 Australia:
[s.n.], 2015. p. 47. Disponivel em: <www.apvma.gov.au>.

BAZILIO, F. S.; BOMFIM, M. V. J.; ALMEIDA, R. J.; ABRANTES, S. M. P. Uso de
planilha eletrbnica na verificagcdo da adequacao de curva analitica ao modelo linear.
Revista Analytica, v. 59, p. 60-67, 2012.

BERENS, Matthew J; CAPEL, Paul D; ARNOLD, William A. Neonicotinoid Insecticides
in Surface Water, Groundwater, and Wastewater Across Land-Use Gradients and
Potential Effects. Environmental Toxicology and Chemistry, v. 40, n. 4, p. 1017—
1033, 2021.

CHEN, Xiaoxin et al. Simultaneous determination of pyridaben, dinotefuran, DN and
UF in eggplant ecosystem under open-field conditions: Dissipation behaviour and
residue distribution. Chemosphere, v. 195, p. 245-251, 1 mar. 2018.

CHEN, Zenglong et al. Enantioselective fate of dinotefuran from tomato cultivation to
home canning for refining dietary exposure. Journal of Hazardous Materials, v. 405,
p. 124254, 5 mar. 2021.

DE PINHO, Gevany Paulino et al. Optimization of the liquid—liquid extraction method
and low temperature purification (LLE—LTP) for pesticide residue analysis in honey
samples by gas chromatography. Food Control, v. 21, n. 10, p. 1307-1311, 1 out.
2010.

EPA; OCSPP; OPP. US EPA - ECM for Dinotefuran & Degradates in Soil/Water - MRID
48548801. . [S.I: s.n.], 2004.

European Food Safety Authority (EFSA). Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123864543005637>. Acesso
em: 18 mar. 2022.

FAO; WHO. Pesticide residues in food 2012 The annual Joint Meeting of the FAO
Panel of Experts on Pesticide Residues. [S.I: s.n.], 2012. Disponivel em:
<http://www.fao.org/fileadmin/templates/agphome/documents/Pests_Pesticides/JMP



76

R/Report12/JMPR_2012_Report.pdf>.

FAROUK, Maha et al. Simultaneous determination of three neonicotinoid insecticide
residues and their metabolite in cucumbers and soil by QUEChERS clean up and liquid
chromatography  with  diode-array detection . 2016. Disponivel em:
<www.rsc.org/methods>.

HALLMANN, Caspar A. et al. Declines in insectivorous birds are associated with high
neonicotinoid concentrations. Nature, v. 511, n. 7509, p. 341-343, 2014.

HAM, Hun Ju et al. Residues and Uptake of Soil-Applied Dinotefuran by Lettuce
(Lactuca sativa L.) and Celery (Apium graveolens L.). Agriculture (Switzerland), v. 12,
n. 9, p. 1-20, 2022.

INMETRO. Guidance in validation of analytical methods. Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia, p. 31, 2016. Disponivel em:
<http://www.inmetro.gov.br/Sidog/Arquivos/CGCRE/DOQ/DOQ-CGCRE-8_05.pdf>.

KIM, Jiwon et al. Concentrations and distributions of neonicotinoids in drinking water
treatment plants in South Korea. Environmental Pollution, p. 117767, 9 jul. 2021.
Disponivel em: <https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S026974912101349X>.

LI, Xiaoqing et al. Effect of neonicotinoid dinotefuran on root exudates of Brassica rapa
var. chinensis. Chemosphere, v. 266, p. 129020, 1 mar. 2021.

LIU, Tong et al. Biochemical and genetic toxicity of dinotefuran on earthworms (Eisenia
fetida). Chemosphere, v. 176, p. 156164, 1 jun. 2017.

LIU, Xue et al. Photocatalytic degradation of dinotefuran by layered phosphorus-doped
carbon nitride and its mechanism. Journal of Photochemistry and Photobiology A:
Chemistry, v. 414, p. 113287, 1 jun. 2021.

MESQUITA, Tayane C.R. et al. Easy and fast extraction methods to determine
organochlorine pesticides in sewage sludge, soil, and water samples based at low
temperature. Journal of Environmental Science and Health - Part B Pesticides,
Food Contaminants, and Agricultural Wastes, v. 53, n. 3, p. 199-206, 4 mar. 2018.

MORAES, Rodrigo Fracalossi De. Agrotéxicos no Brasil : padroes de uso, politica
da regulagao e prevencgao da captura regulatoria. /pea, p. 76, 2019.

MORAIS, Elisa Helena da Costa et al. Determination of thiamethoxam, triadimenol and
deltamethrin in pineapple using SLE-LTP extraction and gas chromatography. Food
Control, v. 42, p. 9-17, 1 ago. 2014.

MORRISSEY, Christy A. et al. Neonicotinoid contamination of global surface waters
and associated risk to aquatic invertebrates: A review. Environment International, v.
74, p. 291-303, 1 jan. 2015.

NIMAKO, Collins et al. Assessment of ameliorative effects of organic dietary



77

interventions on neonicotinoid exposure rates in a Japanese population. Environment
International, v. 162, p. 107169, 1 abr. 2022.

PIHLSTROM, Tuija et al. Analytical quality control and method validation procedures
for pestice residues analysis in food and feed. Sante/11813/2017, p. 42, 2018.
Disponivel em: <https://www.eurl-
pesticides.eu/userfiles/file/EurlALL/SANTE_11813_2017-fin.pdf>.

RAHMAN, Md Musfiqur et al. Consequences of the matrix effect on recovery of
dinotefuran and its metabolites in green tea during tandem mass spectrometry
analysis. Food Chemistry, v. 168, p. 445-453, 1 fev. 2015.

RAHMAN, Md Musfiqur et al. Feasibility and application of an HPLC/UVD to determine
dinotefuran and its shorter wavelength metabolites residues in melon with tandem
mass confirmation. Food Chemistry, v. 136, n. 2, p. 1038-1046, 15 jan. 2013.

RAMOS-PERALONSO, M. J. European Food Safety Authority (EFSA). Encyclopedia
of Toxicology: Third Edition, p. 554-556, 1 jan. 2014.

RAN, Lulu et al. The enantioselective toxicity and oxidative stress of dinotefuran on
zebrafish (Danio rerio). Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 226, p. 112809,
15 dez. 2021.

SILVEIRA, Taciana, M.D. et al. Study of Analytical Techniques to Determine
Chlorpyrifos in the Surface Waterways of the Rural Zone of Ouro Branco, Brazil: A
Case Study. Water, Air, & Soil Pollution, v. 17, p. 227;335, 2016.

STEHLE, Sebastian; SCHULZ, Ralf. Agricultural insecticides threaten surface waters
at the global scale. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, v. 112, n. 18, p. 5750-5755, 5 maio 2015.

THOMPSON, Darrin A.; HRUBY, Claire E.; et al. Occurrence of neonicotinoids and
sulfoxaflor in major aquifer groups in lowa. Chemosphere, v. 281, p. 130856, 1 out.
2021.

THOMPSON, Darrin A.; KOLPIN, Dana W.; et al. Prevalence of neonicotinoids and
sulfoxaflor in alluvial aquifers in a high corn and soybean producing region of the
Midwestern United States. Science of The Total Environment, v. 782, p. 146762, 15
ago. 2021.

WANG, Jia et al. Photolysis mechanism of eleven insecticides under simulated sunlight
irradiation: Kinetics, pathway and QSAR. Chemosphere, v. 334, n. May, p. 138968,
2023. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2023.138968>.

WANG, Yinghuan et al. The metabolism distribution and effect of dinotefuran in
Chinese lizards (Eremias argus). Chemosphere, v. 211, p. 591-599, 1 nov. 2018.

WATANABE, Eiki; IWAFUNE, Takashi; BABA, Koji; KOBARA, Yuso. Organic Solvent-
Saving Sample Preparation for Systematic Residue Analysis of Neonicotinoid
Insecticides in Agricultural Products Using Liquid Chromatography—Diode Array
Detection. Food Analytical Methods, v. 9, n. 1, p. 245-254, 1 jan. 2016.



78

WATANABE, Eiki. Review of sample preparation methods for chromatographic
analysis of neonicotinoids in agricultural and environmental matrices: From classical
to state-of-the-art methods. Journal of Chromatography A, v. 1643, p. 462042, 26
abr. 2021.

WATANABE, Eiki; BABA, Koji; MIYAKE, Shiro. Analytical evaluation of enzyme-linked
immunosorbent assay for neonicotinoid dinotefuran for potential application to quick
and simple screening method in rice samples. Talanta, v. 84, n. 4, p. 1107-1111, 30
maio 2011.

WU, Changcai et al. Residue status and risk assessment of neonicotinoids under real
field conditions: Based on a two-year survey of cotton fields throughout China.
Environmental Technology & Innovation, v. 28, p. 102689, 1 nov. 2022.

XIONG, Jingjing et al. Tracing neonicotinoid insecticides and their transformation
products from paddy field to receiving waters using polar organic chemical integrative
samplers. Journal of Hazardous Materials, v. 413, p. 125421, 5 jul. 2021.

XU, Shiliang et al. Biochemical toxicity and transcriptome aberration induced by
dinotefuran in Bombyx mori. Environmental Pollution, v. 307, p. 119562, 2022.
Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S026974912200776X>.

YANG, Yue et al. Dual-emission ratiometric fluorescent detection of dinotefuran based
on sulfur-doped carbon quantum dots and copper nanocluster hybrid. Sensors and
Actuators, B: Chemical, v. 321, 15 out. 2020.

YU, Bo et al. Effects on soil microbial community after exposure to neonicotinoid
insecticides thiamethoxam and dinotefuran. Science of the Total Environment, v.
725, 2020.

ZHANG, Haiyun et al. Differences in kinetic metabolomics in Eisenia fetida under single
and dual exposure of imidacloprid and dinotefuran at environmentally relevant
concentrations. Journal of Hazardous Materials, v. 417, p. 126001, 5 set. 2021.

ZHANG, Quan et al. Toxicological Effect and Molecular Mechanism of the Chiral
Neonicotinoid Dinotefuran in Honeybees. Environmental Science & Technology, v.
56, n. 2, p. 1104-1112, 30 dez. 2022.

ZHANG, Yiping et al. Simultaneous determination of neonicotinoids and fipronils in tea
using a modified QUEChERS method and liquid chromatography-high resolution mass
spectrometry. Food Chemistry, v. 329, p. 127159, 1 nov. 2020.

ZHANG, Yue et al. Insights into the degradation and toxicity difference mechanism of
neonicotinoid pesticides in honeybees by mass spectrometry imaging. Science of the
Total Environment, v. 774, p. 145170, 20 jun. 2021.



79

4.2 ARTIGO 2: Método de extracao e determinagcdao de dinotefuram em

amostras de solo

Resumo: O dinotefuran € um inseticida neonicotindide de terceira geragao que possui
amplo espectro de agdo em pragas agricolas. Em 2019, o dinotefuran foi autorizado
para uso agricola no Brasil, sendo classificado como produto muito perigoso para o
meio ambiente. Portanto, este estudo teve como objetivo otimizar e validar a extragao
sélido-liquido com purificagdo em baixa temperatura (ESL-PBT) para determinagao de
dinotefurano em amostras de solo utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD). Os resultados mostraram que a
melhor fase extratora foi acetonitrila:agua (8:2 v/v) seguida da limpeza com 50 mg de
amina primaria-secundaria (PSA). Nessas condi¢des, o método foi linear de 15,0 a
140 ug kg’ e atingiu limites de detecgdo e quantificacdo de 10,0 e 15,0 ug kg,
respectivamente. A validagao revelou que o método foi seletivo, preciso, exato e com
efeito de matriz inferior a 15%. Embora o dinotefuran ndo tenha sido detectado em
amostras reais, a ESL-PBT mostrou-se uma alternativa eficiente para monitoramento

do dinotefurano em amostras de solo.

Palavras-chave: Inseticida neonicotindide, inseticida neuronal, neonicotindides de

terceira geracdo, ESL-PBT.

Extraction method for determining dinotefuram insecticide in soil samples

Abstract: The dinotefuran is a third-generation neonicotinoid insecticide that has a
broad-spectrum of action in agriculture pests. In 2019, dinotefuran was authorized in
Brazil, being classified as a very dangerous product for the environment. Therefore,
this study aimed to optimize and validate the solid-liquid extraction with low
temperature purification (SLE-LTP) to determine dinotefuran in soil samples using
high-performance liquid chromatography coupled diode array detection (HPLC-DAD).
The results showed that the best extracting phase was acetonitrile:water (8:2 v/v)
followed by the clean-up with 50 mg of primary-secondary amine. In these conditions,

the method was linear of 15.0 to 140 pyg kg™' and reached detection and quantitation
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limits of 10.0 and 15.0 ug kg, respectively. The validation revealed that the method
was selective, precise, accurate, and a matrix effect less than 15%. Although
dinotefuran were not detected in real soil samples, SLE-LTP proved to be an efficient
alternative for monitoring dinotefuran in soil samples.

Keywords: Neonicotinoid insecticide, neuronal insecticide, third-generation
neonicotinoids, SLE-LTP.

4.21 Introducgao

Os neonicotindides sao inseticidas sistémicos de amplo espectro de atuagao
sendo os pesticidas mais desenvolvidos nos ultimos anos (ROHRBACHER et al.,
2021; XIE; HOU, 2021; XU et al., 2022). Dentre esses compostos podemos destacar

o dinotefuran, que pertence a terceira geracao desses inseticidas, (FIGURA 4.2.1)

Figura 4.2.1- Estrutura quimica do dinotefuran
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Este inseticida apresenta elevada penetragdo endosmotica, significativa
eficiéncia inseticida e reduzida toxicidade a passaros e mamiferos (YIN et al., 2023;
ZHANG, QUAN et al., 2022). Sendo eficiente no combate de pragas resistentes a
inseticidas convencionais como organofoforados, carbamatos e piretroides
(WATANABE; BABA; MIYAKE, 2011). Essas caracteristicas levaram a uma elevada
utilizacdo desse composto em varios paises, 0 que tem resultado em episédios de
contaminagao de agua (KIM, JIWON et al., 2021; THOMPSON; HRUBY; et al., 2021),
solo (WU et al., 2022; ZHOU, YING et al., 2018), animais. (FUENTES et al., 2023;
WANG, YINGHUAN et al., 2018), plantas (XIE; HOU, 2021) e humanos (NIMAKO et
al., 2021; TAIRA et al., 2021).

O dinotefuran foi autorizado para uso agricola no Brasil em 2019, podendo ser

utilizado em diversas culturas como algodao, arroz, cereais, batata, café, cana-de-
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agucar, frutas citricas, feijao, grao de bico, milho, soja, sorgo, tomate e trigo (entre
outras culturas), com limites maximos de residuos (LMR) variando de 10 a 600 ug kg"
T(ANVISA, 2021).

Essa molécula apresenta alta absorgao pelas plantas, meia-vida no solo de 80
a 100 dias e solubilidade em agua de 39,8 g L™" o que facilita seu arraste e lixiviagdo
para camadas inferiores do solo e pode levar a contaminagao de lengdéis freaticos (LIU,
XUE et al. 2021). Portanto, a legislacao brasileira classificou esse inseticida como um

produto muito perigoso para o meio ambiente (ANVISA, 2021).

Até o presente momento apenas o método QUEChERS (CHENG et al., 2023;
FAROUK et al., 2016; HAM et al., 2022; YU, BO et al., 2020; ZHOU, YING et al., 2018),
e extragdao em fase solida (SPE) (GU et al., 2023; ZHANG, CHAO et al., 2020) tém
sido otimizados e validados com sucesso na extracdo de dinotefuran no solo. Neste
sentido a otimizacgao e validagao de novos métodos de extragao simples e eficientes

€ altamente recomendado.

Dessa forma podemos destacar a extragao sélido liquido com purificagcdo em
baixa temperatura (ESL-PBT) que consiste em extrair um analito de uma matriz sélida
pela adicdo de agua, solvente organico e abaixando a temperatura -20°C.
(AMBROSIO et al., 2022; LOPES; SILVERIO; SICUPIRA, 2023; SILVEIRA et al.,
2016). A extragcdo ocorre porque as moléculas do analito sdo transferidas para o
solvente organico quando a matriz aquosa solidifica (MESQUITA et al., 2018), sendo
que varios interferéntes da matriz solidificam junto a fase aquosa o que geralmente
elimina a etapa de clean up dos extratos (AMBROSIO et al., 2022; LOPES; SILVERIO;
SICUPIRA, 2023; MESQUITA et al., 2018; SILVEIRA et al., 2016). Este método tem
sido otimizado e validado para monitorar varios tipos de pesticidas (AMBROSIO et al.,
2022; DE FREITAS, FAEDA et al., 2023; SILVA et al., 2023), porém, até o momento,

o metodo nao foi empregado para determinar dinotefuran em amostras de solo.

Por isso, o objetivo deste estudo foi otimizar a extragdo solido liquido com
purificacdo em baixa temperatura (ESL-PBT) seguida pela analise por cromatografia
liguida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) para

determinar residuos de dinotefuran em amostras de solo.
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4.2.2 Material e métodos

4.2.2.1 Reagentes e solugdes

O padrao de dinotefuran, 99,9% pureza (m/m) foi adquirido da Sigma Aldrich
(St. Louis, EUA). Acetonitrila (ACN), grau CLAE, foi adquirido da J.T. Baker
(Phillipsburg, EUA). Os adsorventes, amina primaria e secundaria (PSA) e a silica
adsorvida com octadodecila (C18) foram adquiridas da Sigma Aldrich (Sado Paulo,
Brasil), a silica foi obtida da Macherey-Nagel (Alemanha). O solvente grau analitico
acetato de etila (AC) foi adquirido da Dinamica (Diadema, Brasil) e o hidréoxido de
sédio da Alphatec (Sdo José dos Pinhais, Brasil). A acetonitrila (ACN) (PA) foi
adquirida da Exodo Cientifica (Brasil), o acido férmico (FA) da Sigma Aldrich (St. Louis,
EUA) e o cloreto de sédio da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Foram preparadas
solugbes estoque e de trabalho nas concentragdes de 20 mg L' e 5 mg L,
respectivamente, ambas em acetonitrila grau HPLC. Todas as solugbes foram

armazenadas em frasco ambar a -20°C.

4.2.2.2 Amostras de Solo

Para otimizagdo do método de extragao foi utilizado o solo franco argiloso com

a composigcao quimica apresentada na (TABELA 4.2.1).

Tabela 4.2.1 - Composi¢cdo quimica do solo usado para otimizagdao do método de

extragao

Porcentagem
. pH
Parametro MO Areia Silte Argila

6,3 0,96 64 8 28

MO = matéria organica.

4.2.2.3 Equipamentos

O preparo de amostras foi realizado utilizando balanca analitica da Shimadzu
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(Sao Paulo, Brasil), pHmetro digital Quimis (S&o Paulo, Brasil), bomba de vacuo da
Prismatec (ltu, Brasil), vortex da Scilogex (Rocky Hill, EUA), centrifuga Kc5 Kindly
(Guarulhos, Brasil). Micropipetas Labmate Pro 20 — 200 + 0,1 uL, 100 — 1000 £ 1 pL
e 1000 — 5000 £ 5 pL da HTL (Warszawa, Polénia), membrana de PTFE de 0,22 um
da Filtrilo (Brasil).

4.2.2.4 Analises cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo a liquido de
alta eficiéncia acoplado a um detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD, modelo 1290,
Agilent Technologies, Sta clair, EUA). As analises dos extratos foram realizadas de
acordo com as condi¢des cromatograficas descritas por (SOARES et al., 2023), com
volume de injecao de 10 pL, coluna Kinetex C 18 100 A (150 x 4,6 mm, 5um) (Sta
clair, EUA). Temperatura da coluna 20 °C, vazdo de fase moével = 0,3 mL min-",
comprimento de onda 270 nm. A composicdo da fase mével foi ACN com 0,1% de
acido formico (A) e agua com 0,1% de acido formico (B); em gradiente: 50% A (0 min),
elevacao para 100% A (0-7 min), permaneceu em 100% A (7-8,5min), retornando

para 50% A (8,5-8,6 min), mantido até o tempo final (11 min).

4.2.2.5 Clean up dos extratos

A etapa de clean up foi executada junto ao processo de extracéo, item 4.2.2.6.
Prosseguindo seguinte forma: 3 mL do extrato da matriz obtido na ESL-PBT foram
coletados em um tubo de centrifuga contendo um 25, 50 ou 100mg de um dos
sorventes otimizados, tabela 4.2.2, essa mistura foi homogeneizada em vortex por
30s, e centrifugados 4000 rpm por 8 minutos para remogao dos sorventes, sendo o
sobrenadante totalmente recuperado e conduzido para etapa de concentragdo da
ESL-PBT.

Para a etapa de clean up dos extratos de solo foram otimizados os sorventes
PSA, silica e C18 conforme a (TABELA 4.2.2).
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Tabela 4.2.2 — Otimizagao da etapa de clean up dos extratos de solo empregada na
ESL-PBT

Sorventes mg

PSA mg C18 mg Silica mg
25 25 25
50 50 50
100 100 100

PSA: Amina primaria e secundaria; C18: silica ligada a octadodecila.

4.2.2.6 ESL-PBT

Para otimizar o método de extragao, 4,00 gramas de solo livre do inseticida
foram adicionadas a um frasco de vidro de 22 mL, fortificadas com aproximadamente
73 mL de uma solugdo de trabalho a 5 mg L' de dinotefuran para obter uma
concentragdo de 90 ug Kg'. O solo fortificado foi mantido em repouso por uma hora.
Em seguida, foram adicionados 4 mL de agua purificada e 8 mL da solugao extratora.
Essa mistura foi agitada em vortex por 30 s e colocada no freezer a - 20 °C até o
completo congelamento da fase aquosa. Em seguida, 3 mL da fase orgénica liquida
foram transferidos para um tubo de centrifuga contendo um dos sorventes testados
(TABELA 4.2.2). A mistura foi novamente agitada por 30 segundos, centrifugada a
4000 rpm por 8 minutos, o sobrenadante foi transferido para um tubo de vidro de 5
mL, completamente evaporado e ressuspendido em 400 pL da fase movel utilizada na
analise cromatografica. A concentracao final esperada de dinotefuran no extrato foi de
405 pg L. Por fim, as amostras foram filtradas em filtro de nylon de 0,22 ym e

armazenadas em frasco de 2 mL a -20 °C até o momento da analise por CLAE-DAD.

A ESL-PBT foi otimizada avaliando os parametros apresentados na Tabela
4.2.3. A analise de variancia e o teste de Scott-Knott foram utilizados para verificar se

ha diferengas significativas entre as médias das taxas de recuperacgao (P < 0,05).
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Tabela 4.2.3 — Parametros otimizados na ESL-PBT para o solo para odinotefuran em

solo
Parametros
] Tempo
Agua Peso .
Ensaio Fase extratora Acido Base NaCl  congelamento
(mL)  Amostra
(horas)
8 mL ACN 4 49 - - - 1
2 8 mL ACN 4 49 AF - - 1
6,5ACN/1,5 A A 1
3 EtOAc J
8 mL ACN 4 49 AF - - 0,5
8 mL ACN 4 49 - - 0,29 2
8 mL ACN 4 49 AF - 0,29 2
6,5
7 4 49 - - - 2
ACN/1,5EtOACc
8 mL ACN 4 49 AF - -
8 mL ACN 4 49 AF - -
6,5ACN/1,5 A 4 5
10 EtOAc J
11 8 mL ACN 2 449 - - - 1
12 8 mL ACN 4 2g - - - 1
13 8 mL ACN 4 49 NaOH - 1

ACN = Acetonitrila; EtOAc = Acetato de etila; AF = Solugéo de acido formico 0,1% (v/v); NaCl = cloreto
de sodio; NaOH= solugdo de hidroxido de sédio a 10 mol L.

4.2.2.7 Validagao do método

A validagao da metodologia foi realizada conforme recomendado pelo Instituto
Nacional de Metrologia, Normaliza¢ao e Qualidade (INMETRO, 2016 e SANTE, 2019).
Foram feitos os testes de seletividade, limite de detecgéo (LD), limite de quantificagédo

(LQ), precisao, exatidao, linearidade e efeito de matriz.

4.2.2.7.1 Seletividade



86

A seletividade foi avaliada pela comparagao dos cromatogramas do extrato da
matriz fortificada com dinotefuran, e o extrato da matriz n&o fortificada (branco) em

seis repeticdes independentes.

42272LDelQ

O LD e o LQ foram determinados pela relagdo sinal /ruido. Onde o LD foi
determinado como a menor concentragao de fortificagcdo do extrato da matriz que
forneceu um sinal trés vezes maior que o sinal do ruido no mesmo tempo de retengao
do dinotefuran, e o LQ a menor concentracido de fortificagdo da matriz que forneceu
um sinal dez vezes maior que o sinal do ruido no mesmo tempo de retengdo do

dinotefuran.

4.2.2.7.3 Precisido e Exatidao

A exatidao foi avaliada por ensaios de fortificacdo e recuperagao do analito em
trés concentragdes, 15,0, 90,0 e 115,0 ug Kg™', com trés repeticdes cada. Sendo a
metodologia considerada exata se a recuperagdo do analito apresentasse valores
entre 70 e 120%. Ja a precisao foi avaliada usando o nivel de concentracédo de 90,0
ug kg com sete repetigcdes, sendo o desvio padrio relativo (RSD) das réplicas inferior

a 20% o critério de aceitabilidade.

4.2.2.7.4 Linearidade

A linearidade foi avaliada pela plotagem de uma curva analitica das areas
cromatograficas do pico do dinotefuran em fungéo de seis niveis de concentragao 15,
40, 65, 90, 115 e 140 ug Kg™', com trés repeticdes independentes para cada nivel. Os
parametros da regressao linear: coeficiente angular, intercepto e coeficiente de
determinacao R?, foram estimados pelo método dos quadrados minimos ordinarios.
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Os outliers foram detectados de acordo com o teste de Jacknife, onde foi permitido a
exclusdo maxima de 22,2% dos dados originais, e ndo sendo permitia a exclusdo de

todas as repeticdes de um mesmo nivel de concentragio.

A normalidade, homocedasticidade e independéncia dos residuos da
regressao foram avaliados pelos testes de Ryan e Joiner, Brown e Forsythe e teste

de Durbin e Watson, respectivamente.

A analise de variancia (ANOVA) foi aplicada aos dados das curvas analiticas

para verificar significancia da regressao e os desvios de linearidade.

4.2.2.7.5 Efeito de matriz

Para avaliagao do efeito de matriz foram construidas duas curvas analiticas das
areas cromatograficas do pico do dinotefuran, em fungdo das concentragdes de
fortificagcdo 15, 40, 65, 90, 115 e 140 ug kg™', com trés repeticbes independentes para
cada nivel. Uma curva construida no extrato da matriz e a outra em acetonitrila. Ambas
as curvas foram submetidas aos processos de linearidade descritos anteriormente. O
efeito de matriz foi determinado pela comparagao da inclinacdo das duas curvas
conforme a (EQUAGAO 1).

€y

a .
EM (%) = 100 * (M - 1)

Asolvente
Onde: EM = efeito de matriz; a matrix = coeficiente angular da curva analitica no extrato

da mariz; a sovent = coe€ficiente angular da curva analitica no solvente.

4.2.2.8 Determinacao do dinotefuran em amostras de solo

Foram coletadas dezenove amostras de solo, no municipio de Pog¢o Fundo, sul
do estado de Minas Gerais conforme mostrado na Tabela 4.2.4. Foram coletados 300
g de solo acondicionados em sacos plasticos e armazenados em temperatura
ambiente até a analise. As amostras foram separadas do material organico,

homogeneizadas, peneiradas 0,6 mm e levadas para analise.
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Tabela 4.2.4 - Coordenadas geograficas das amostras de solo coletadas e suas

respectivas culturas proximas.

Ponto Latitude Longitude Lavouras proximas
1 21°49'53" 45° 5317 " café
2 21°49' 54" 45°53' 20" café
3 21°49' 51" 45°53' 19" café
4 21° 49' 57" 45°52' 43" café
5 21° 50' 27" 45°52' 52" café
6 21° 50' 53" 45°53' 52" café
7 21°51' 4" 45° 53' 8" café
8 21°51"13" 45°53' 22" café
9 21°50" 11" 45°53' 29" café
10 21°50'7,1" 45°53'26" café
11 21,°50' 13" 45° 53'8" café
12 21°49' 37" 45°53' 18" café
13 21°49' 19" 45°53'45" café
14 21°,49' 22" 45°53'57" café
15 21°49' 19" 45°54' 35" café
16 21,°48' 53" 45°54' 57" café
17 21°40' 27" 45°55' 23" café
18 21 °48' 12" 45°55'32" café
19 21°48' 4" 45°55'49" café

4.2.3 Resultados e discussao

4.2.3.1 Otimizagao das condi¢gbes cromatograficas

Estudo recente revelou as condi¢des cromatograficas para determinar
dinotefuran em amostras de agua (SOARES et al., 2023). Estas condi¢des
cromatograficas foram empregadas para determinar este inseticida em amostras de

solo e o cromatograma obtido é apresentado na (FIGURA 4.2.2).
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Figura 4.2.2 - Cromatograma da matriz n&o fortificada (a); e da matriz fortificada com
dinotefuran na concentragdo de 90 ug L' (b). Condigdes cromatograficas: Kinetex C18
column, 100 A (150 mm x 4,6 mm, 5um); volume de injecédo 10,0 pL; vazao 0,3 mLmin-
' temperatura 20 °C; comprimento de onda 270 nm; fase mével: ACN 0,1% de acido

férmico v/v (A) e agua 0,1% de acido formico v/v (B); em gradiente.

Absorbancia m(Au)

12 (a) (b)
10 g Dinotefuran
8
Auséncia de Dinotefuran
0 2 4 6 8
Tempo (min) Tempo (min)

Os resultados revelaram cromatogramas com muitos sinais de interferentes,
um pequeno desvio causado no tempo de retencao do dinotefuran, provavelmente
causado pela ndo separacao do analito dos interferentes da matriz, além de elevacéao
dalinha de base. Por isso, foi necessario adicionar uma etapa de clean up dos extratos

antes das analises cromatograficas.

4.2.3.2 Etapa de clean up dos extratos

Para o estudo do clean up dos extratos de solo, foram avaliados trés sorventes
e em trés dosagens (Tabela 4.2.2). Os resultados obtidos sdo apresentados na
(FIGURA 4.2.3).
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Figura 4.2.3 - Areas cromatogréficas do dinotefuran no extrato da matriz fortificado a
90 ug L', empregando os sorventes silica, silica ligada com octadodecila (C18) e

amina primaria e secundaria (PSA)

6
6x10 Silica
Octadecil (C18) b b
Amina Primaria e Secondaria (PSA) b

5x10° b

@

ey
>

-
o

w
>
-
o
=)

2x10°

Area cromatografica

1x109

25 mg 50 mg 100 mg
Massa de adsorvente
Condig¢des cromatograficas foram: coluna Kinetex C18, 100 A (150 x 4,6 mm, 5 um),
vazao 0,3 mL min!, temperatura 20 °C, 2 = 270nm, fase mével: ACN com 0,1% de
acido férmico v/v (A) e agua com 0,1% de acido férmico v/v (B); em gradiente. Letras
diferentes significam diferentes medias de recuperacao pelo teste de t a 5% de
significancia.

Os resultados revelaram que as maiores areas cromatograficas para o sinal de
dinotefuran foram obtidas empregando 50 mg de PSA ou 50 mg (C18). Os
cromatogramas obtidos em cada um destes experimentos sdo apresentados na
(FIGURA 4.2.4).

Figura 4.2.4 - Cromatogramas do extrato matriz fortificado com dinotefuran na
concentragdo de 90 ug L' (_ ) e do extrato matriz ndo fortificado (---).Condigdes
cromatograficas: Kinetex, 100 A (150x 4,6 mm, 5um), vazao 0,3 mL min-!, temperatura
20 °C, A = 270 nm; fase mével: ACN com 0,1% de acido férmico (A) e Agua com 0,1%
de acido formico (B); em gradiente. (a) 25 mg de silica; (b) 50 mg de silica; (c) 100 mg
de silica; (d) 25 mg de PSA; (e) 50 mg de PSA,; (f) 100 mg de PSA; (g) 25 mg de C18;
(h) 50 mg de C18; (i) 100 mg de C18.
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A adigao da silica, nas trés quantidades, promoveu menor area cromatografica

para o pico do dinotefuran, como pode ser observado na Figura 4.2.3

Os clean up empregando PSA e C18 apresentaram resultados semelhantes,
usando 50 ou 100 mg e resultados inferiores usando 25 mg. Por isso, para as proximas
etapas deste estudo foi escolhido 50 mg de PSA por ter apresentado um
cromatograma com menor quantidade de interferentes e nao reduzir o sinal do
dinotefuran (FIGURA 4.2.3 e FIGURA4.2.4( €)).

Estudo anterior revelou que o PSA foi o melhor sorvente para clean up em
analises de neonicotinoides em solo (ZHOU, YING et al., 2018). Porém, em outro
estudo que teve como objetivo determinar o dinotefuran em solo e pepino, o C18 foi

escolhido como melhor sorvente para clean up (FAROUK et al., 2016).

4.2.3.3 Otimizacdo ESL-PBT

Neste estudo foram otimizados os parametros: tempo de congelamento,
acidificacao da fase extratora, forca idnica pela adicdo de NaCl, massa de amostra e
volume de agua adicionada a amostra, para extragao do dinotefuran no solo (Tabela
3). As porcentagens de recuperacao obtidas para o dinotefuran nos 13 ensaios sao
apresentados na (FIGURA 4.2.5).



93

Figura 4.2.5 - Taxa de recuperacao do dinotefuran usando diferentes condi¢des de
extragdo na ESL-PBT. Letras iguais apresentam médias de recuperagao iguais pelo
teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Ensaios conforme a Tabela 4.2.3.

11

100 - . b _I_ :

50 gl

40)

Recuperagdo (%)

30

(3]

1 2 3 4 > 6 i 8 Y 10 11 12 13

Experimentos

O dinotefuran apresentou baixas recuperagdes e elevados desvios padrao
relativos (DPR) nos experimentos 4, 5 e 6 (FIGURA 4.25). Isso ocorreu
provavelmente devido a problemas no congelamento, ocasionado pelo menor tempo
de congelamento no experimento 4 (0,5 horas) e a adicao de 0,2 g de cloreto de sddio

nos experimentos 5 e 6.

Os resultados mostraram que os ensaios 7 e 11 promoveram maior
recuperacao de dinotefuran em amostras de solo. Porém, o ensaio 7 demanda maior
tempo de congelamento e mais de um reagente. Sendo assim, o ensaio 11 foi
escolhido, pois foi mais simples e econdmico, utilizando apenas ACN como fase

extratora e demandando apenas 1 h para o congelamento completo da matriz.

A solubilidade do dinotefuran em agua a 25 °C é 39,8 g L', o que contribui
para a menor tranferéncia das moléculas deste inseticida da matriz solo para a fase
extratora. Por isso, foi observado no ensaio 11 que a redug¢ao na quantidade de agua
adicionada no método (2 mL) melhorou a extracao do analito. Além disso, a redugao



94

da agua adicionada a amostra elevou a relagcao entre fase extratora /agua, o que

também auxilou no processo de extracao.

A maior proporgao de solvente organico também se mostrou mais eficiente na
extragdo de organoclorados em amostras de agua por microextragéo liquido-liquido
dispersiva (AGO et al., 2023), para neonicotinoides, carbamatos e fenil pirazole em
extratos vegetais pelo método QUEChERS (MOU et al., 2023), e para farmacos e
pesticidas de produtos da aquacultura pelo método QUEChERS (KIM, KIHWAN et al.,
2023).

Apos a etapa de otimizacdo das condi¢gdes cromatograticas e de extragao,

seguiu-se para a etapa de validacao seguindo as recomendacgdes do (SANTE, 2019).

4.2.3.4 Validagao do Método

4.2.3.4.1 Seletividade

O método foi considerado seletivo, pois nao ocorreu a co-eluicdo do dinotefuran
com nenhum pico interferente no tempo de retengéo de 4,62 minutos (FIGURA 4.2.
6).
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Figura 4.2.6 - Cromatogramas do extrato da matriz solo, livre de dinotefuran (a) e no
extrato da matriz do solo fortificado com dinotefuran na concentragéo de 90 ug L' (b).
Condigbes cromatograficas: Kinetex, 100 A (150x 4,6 mm, 5um), vazdo 0,3 mL min-",
temperatura 20 °C, 1 = 270 nm, fase mével: ACN 0,1% de &cido formico (A) e Agua
0,1% de acido férmico (B); em gradiente.
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Os valores de LD e LQ alcancados neste estudo sao apresentados na Tabela
4.2.5.0LQde 15 ug kg' esta dentro da faixa dos limites maximos de residuos (LMRs)
permitidos para dinotefuran pela (ANVISA, 2021) com valores de 10 a 600 ug kg™ para
as culturas de algodao, amendoim, arroz, aveia, batata, café, cana-de-agucar, centeio,
cevada, citros, ervilha, feijdes, grao-de-bico, lentilha, milheto, milho, soja, sorgo,
tomate, trigo e triticale.

As legislagdes nacionais e internacionais nao estabelecem LMR para
dinotefuran no solo. Entretanto, a (EPA; CENTER FOR ENVIRONMENTAL
ASSESSMENT, 2011) admite a ingestao acidental e involuntaria de solo e ou poeira,
sendo os valores maximos aceitaveis de 50 e 200 mg por dia, para adultos e criangas,
respectivamente. Neste cenario, estudo anterior revelou que a ingestdo maxima de
dinotefuran via consumo de solo seria de 17,8 mg kg™ dia™! para criangas e de 4 mg
kg™ dia' para adultos, baseado em maximas dosagens de aplicagdo sob relva
domiciliar (EPA; PESTICIDE PROGRAMS, 2006).

O consumo diario encontrado para neonicotinoides em regides de elevadas
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aplicagbes agricolas, incluindo ingestdo alimentar, ingestdo de particulas de solo e
inalagéo, foi de 1,2 x 10~ mg kg peso vivo™' dia™! para adultos e 2.2 x 10™ mg kg
peso vivo™! dia™! para criangas (GU et al., 2023; YU, ZIMIN et al., 2021).

Para outros inseticidas como o Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT), Dieldrin e
Endrin, a legislacdo brasileira (Resolugdo CONAMA n° 420 de 2009) tem LMRs no
solo na faixa de 200 a 5000 ug kg™'. Portanto, o LQ encontrado para o dinotefuran é
inferior ao estabelecido para outros pesticidas. Demonstrando o potencial deste

método para monitoramento de dinotefuran no solo.

Tabela 4.2.5 - Resultados dos parametros de validagdo da metodologia ESL-PBT em

amostras de solo

Li:z::di:e . Media recuperagéo + DPR (%) D LQ
(ug Kg") 15,0 uyg Kg'® 90,0 pg Kg™ 115,0ug Kg'a (Mg Kg')  (ug Kg™)
15.0-140 0,9955 87,84+1,36 92,88+844 83,38+1,26 10,00 15,0
Equaco Y = 67980,8X — 132289,8

a Media de trés repeticdes; ® Media de sete repeticdes; R2: Coeficiente de determinagdo; DPR: Desvio
padrdo relativo; LQ: limite de quantificagao; LD: limite de detecc¢ao; Y= area cromatografica do pico do
dinotefuran; X = Concentragao de dinotefuran no extrato da matriz fortificada.

Os valores de LD e LQ encontrados neste estudo s&o silmilares aos
encontrados em outros trabalhos. Em estudo similar usando QUEChERS no preparo
de amostras seguida pela analise por CLAE-DAD para determinagao do dinotefuran,
foram encontrados LD de 20 ug kg e LQ 80 e 70 ug kg™ para o solo (CHEN, XIU et
al., 2015). Em um experimento conduzido no Egito, usando o método QUEChERS no
preparo de amostras e analise por CLAE-DAD para determinar dinotefuran em solo,
foram encontrados LD de 10 ug Kg' e LQ de 30 pg kg' (FAROUK et al., 2016). Por
outro lado, estudo anterior atingiu o LD de 0,03 e LQ e 0,11 ug Kg' para a
determinacdo de dinotefuran no solo, porém empregado o método QUEChERS
seguida pela analise por LC MS/MS (ZHOU, YING et al., 2018).

4.2.3.4.3 Precisao e exatidao
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Os resultados de precisao e exatiddo obtidos sdo apresentados na Tabela
4.2.5. A precisao foi confirmada por valores de RSD de 3,6% abaixo do valor de
aceitabilidade de 20%. Ja a exatidao foi confirmada pelos valores de recuperacao
encontrados entre 85,44 e 89,72%, dentro da faixa aceitavel de 70 a 120%, seguindo
as recomendagdes (SANTE, 2019).

4.2.3.4.4 Linearidade

A linearidade foi validada pela plotagem de curva das areas do pico do
dinotefuran em funcéo dos seis niveis de concentracao de dinotefuran no extrato da

matriz fortificada, com trés repeticbes cada (FIGURA 4.2.7).

Figura 4.2.7 - Linearidade do método otimizado para o solo Curvas analiticas da
solugao de dinotefuran em solvente e extrato da matriz (a). Residuos da regressao
linear para dinotefuran (b). Normalidade dos residuos da regresséo para dinotefuran
(c). Independéncia dos residuos da regressdo para dinotefuran (d). ei: residuo; R
coeficiente de determinacéao; R: coeficiente de correlagao do teste de Ryan-Joiner; d:

Estatisticas de Durbin-Watson
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Os valores de inclinagao, intersecao e coeficiente de determinagao (R?) podem
ser observados na Tabela 4.2.5 e na Figura 4.2.7 (a). Os valores outliers foram
analisados pelo teste de Jackknife, sendo necessaria a exclusdo de um ponto
(FIGURA 4.2.7 (b)).

Os residuos da regresséao linear apresentaram distribuicdo normal pelo teste
de Ryan-Joiner, com coeficiente de correlagdo (0,9886) maior que o coeficiente de
correlagao critica (0,9437) (Figura 4.2.7 (c)). Também houve homocedasticidade dos
residuos, confirmada pelo teste de Brown-Forsythe: tL (0,0693) < tcritico (2,1200). O
teste de Durbin-Watson demonstrou a independéncia dos residuos da regressao que
estao distribuidos aleatoriamente nos quatro quadrantes (Figura 4.2.7 (d)). A analise
de variancia (ANOVA) demonstrou que a regressao foi significativa (valor-p < 0,01) e
o desvio da linearidade foi ndo significativo (valor-p < 0,05), confirmando que o método
dos quadrados minimos ordinarios foi adequado para estimar os coeficientes de
inclinagéo, intercepto e o R?. Os procedimentos estatisticos da linearidade seguiram
as recomendacgbes de (BAZILIO et. al., 2012; DE SOUZA, S. V. C.; JUNQUEIRA,
2005).

4.2.3.4.5 Efeito de matriz

O efeito de matriz foi calculado comparando as inclinacbes das curvas
analiticas do dinotefuran preparado no extrato do solo e em acetonitrila (Figura 7 (a)).
O efeito de matriz calculado foi de 14,18%, indicando um aumento da resposta
cromatografica do dinotefuran causado pelo solo. Trabalhos similares tém mostrado
efeitos de matiz do solo para o dinotefuran e outros neonicotnoides proximos aos

encontrados neste estudo.

Para determinacdes de dinotefuran em amostras de solo, foi encontrado efeito
de matriz de 9,74% e para outros neonicotinoides o efeito de matriz do solo foi entre
9,81 e 12,29%, utilizando o método QUEChERS (FAROUK et al., 2016). Porém, em
estudo realizado na china foi constatada supressdao na area de neonicotnoides
causados pela matriz solo na faixa de -0,28 a -27,88%, sendo o efeito de matriz do
dinotefuran de -9,63% (ZHOU, YING et al., 2018).
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O mecanismo exato de redugédo ou aumento da area cromatografica do analito,
causado pela matriz € desconhecido (RAHMAN et al., 2015). Porém, acredita-se que
esse fendmeno esteja associado ao tipo de matriz e a eficiéncia da etapa de
preparagdao da amostra (FAROUK et al, 2016). Nesse sentido a presenca de
substancias enddgenas, organicas ou inorganicas presentes na amostra e
recuperadas junto ao extrato e a possivel contaminacdo da mostra nas etapas de
preparo, sao apontadas como causadoras do efeito de matriz (ANTIGNAC et al.,
2005).

Para o solo, a textura (teor de Argila, silte e areia) e o teor de matéria organica
estao intimamente ligados a presenca de compostos desconhecidos que poderiam ter
grande influéncia no efeito de matriz (LOZOWICKA; RUTKOWSKA; JANKOWSKA,
2017). Dessa foram analises realizadas em solos de diferentes texturas
provavelmente apresentaram diferentes efeitos de matriz. Sendo de acréscimo como
ocorrido no presente trabalho e em (FAROUK et al., 2016), ou de supressao da area
de pico como encontrado por (ZHOU, YING et al., 2018). Sobretudo, os efeitos de
matriz encontrados para o solo neste estudo podem ser considerados baixos
(ECONOMOWU et al., 2009).

4.2.3.5 Determinacéo do dinotefuran em amostras reais

Dinotefuran nao foi encontrado nas 19 amostras de solo coletadas na cidade
de Poco Fundo Minas Gerais, indicando a ndo ocorréncia do inseticida ou a ocorréncia
em concentragdes abaixo do LD e LQ. O dinotefuran tem estabilidade média (50 a 100
dias ao abrigo da luz) e elevada foto degradagédo (7 a 8 dias) APVMA (Australian
Pesticides and Veterinary Medicines Authority 2015). Além disso, tem reduzida

interagcao com particulas de solo, o que pode ter contribuido para a sua nao deteccgao.

Em investigagdo sobre varios inseticidas neonicotinoides em solos de areas
urbanas na China, apenas o flonicamide e nitenpyram néo foram detectados, e os
autores atribuiram esse fato ao n&o uso desses inseticidas nas areas de teste e o
menor registro desse produto no pais (ZHOU, YING et al., 2018).
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O dinotefuran foi o neonicotnoide mais detectado nas flores das lavouras de
algodé&o na China nos anos de 2020 e 2021, com frequéncia de 24,5% das amostras,

e concentragdo média de 25,7 ug kg™! nos estames das flores (WU et al., 2022).

Em um estudo realizado na Franca, onde o dinotefuran tem permissao para uso
apenas em produtos veterinarios, foi detectado este inseticida em passaros na ordem
de 2,14 a 9,10 ng L' no inverno de 2020/2021 e 3,32-16,61 ng L' no inverno de
2021/2022 (FUENTES et al., 2023).

Para solos em areas urbanas na China, o dinotefuran foi encontrado em apenas
uma amostra coletada em um parque do cinturao verde, na concentragao de 1,35 ug
kg™ (ZHOU, YING et al., 2018).

4.24 Conclusao

A ESL-PBT seguida pela analise por CLAE-DAD pode ser considerada uma
alternativa eficiente para o monitoramento do dinotefuran no solo, pois atendeu todos
os parametros de validagao, além de se mostrar como método de simples execucéo,
eficiente, rapido e econémico. O dinotefuran nao foi detectado em amostras de solo
colhidas em areas de produgdo agricola, o que pode ser atribuido a recente

autorizagao de uso desse defensivo no Brasil e ao reduzido uso desse produto.
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5 CONCLUSAO

As condi¢des cromatograficas encontradas neste estudo foram: volume de injecao
de 10 pL, coluna Kinetex C 18 100 A (150 x 4,6 mm, 5um) (Sta clair, EUA).
Temperatura da coluna 20 °C, vaz&o de fase movel = 0,3 mL min-!, comprimento de
onda 270nm. A composi¢ao da fase mével foi ACN com 0,1% de acido férmico (A) e
Agua com 0,1% de acido férmico (B); em gradiente: 50% A (0 min), elevagéo linear
de 100% A (0-7 min), permaneceu em 100% A (7-8,5min), retornando para 50% A

(8,5-8,6 min), mantido até o tempo final (13 min).

As metodologias de extracdo liquido-liquido com purificagdo em baixa
temperatura e extragéo solido-liquido com purificagdo em baixa temperatura seguidas
por analise em CLAE-DAD foram rapidas eficientes para analise de residuos de
dinotefuran em amostras de solo e agua. Para a matriz solo, foi necessario a incluséo

de uma etapa de clean up com uso de 50 mg do adsorvente PSA.

O dinotefuran se mostrou persistente em amostras de agua mantidas sobre
protegcdo da luz, com meia vida superior a 130 dias. Porém, com meia vida de

aproximadamente 7 dias em amostras de agua sob incidéncia solar direta.

Nao foi possivel detectar contaminagao por dinotefuran em amostras de solo ou
agua coletadas em regiao de intensa atividade agricola. O que remete a auséncia
desse contaminante nas amostras ou a presenca em concentragdes abaixo dos limites

de deteccdo e quantificacao, alcangados nestes métodos.



