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RESUMO 
 

Uma alternativa que cada vez mais se torna comum é o uso de lodo ativado               

de esgoto doméstico tratado (LET) como fertilizante e amenizante em solos. E a             

redução dos efeitos da ação tóxica de pesticidas no solo pode ser beneficiada             

através do uso de amenizantes desta categoria. O objetivo deste trabalho foi avaliar             

o perfil de decaimento de um pesticida no substrato de solo com LET a partir dos                

resultados obtidos pela cromatografia a gás acoplada a espectrometria de massas           

(CGEM), através da comparação dos substratos com fortificação do pesticida no           

solo sem adição de LET. O pesticida escolhido foi o difenoconazol (DFC), um             

fungicida da classe dos triazóis de uso comum em culturas em geral e foi usada uma                

abordagem ​lab-to-field para determinação do decaimento do analito. Para         

determinação do analito nos substratos foram testadas técnicas de extração e           

clean-up das amostras e, para cada técnica foram testados dois solventes.           

Utilizando CGEM, foram otimizadas as temperaturas de forno e tempo de retenção            

na coluna para identificação dos principais íons e quantificação do DFC. Foram            

preparados quatro vasos contendo: substrato de solo; substrato de solo com LET na             

proporção 70/30%, respectivamente; substrato de solo fortificado com DFC; e          

substrato de solo e LET na proporção 70/30%, respectivamente, fortificado com           

DFC. Após a fortificação (20 mg.Kg ​-1​de DFC), respeitando a frequência de coleta            

estabelecida, foram retiradas alíquotas dos quatro vasos durante 21 dias e           

construídas as curvas de decaimento dos vasos que continham o analito. O método             

mais eficiente para determinação de DFC utilizou extração com diclorometano sob           

ultrassom e ​clean up com a técnica de extração dispersiva em fase sólida utilizando              

alumina, revelando que o uso de LET influencia no decaimento de forma            

significativa. 

Palavras-Chave: ​Biossólidos; Azóis ; Amenizante; CGEM. 
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ABSTRACT 

 

An alternative that is becoming increasingly common is the use of activated            

sludge from treated domestic sewage (STS) as a fertilizer and softening in soils. And              

the reduction of the effects of the toxic action of pesticides on the soil can be                

benefited through the use of softenings in this category. The objective of this work              

was to evaluate the decay profile of a pesticide in the soil substrate with STS from                

the results obtained by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GCMS),           

by comparing the substrates with pesticide fortification in the soil without addition of             

STS. The pesticide chosen was difenoconazole (DFC), a fungicide of the class of             

triazoles in common use in cultures in general and a lab-to-field approach was used              

to determine the analyte decay. To determine the analyte in the substrates, sample             

extraction and clean-up techniques were tested and, for each technique, two solvents            

were tested. Using GCMS, oven temperatures and column retention times were           

optimized to identify the main ions and quantify the DFC. Four vessels were prepared              

containing: soil substrate; soil substrate with STS in the proportion 70/30%,           

respectively; soil substrate fortified with DFC; and soil substrate and STS in the             

proportion 70/30%, respectively, fortified with DFC. After fortification (20 mg.Kg ​-1 ​of           

DFC), respecting the established collection frequency, aliquots were removed from          

the four vessels for 21 days and the decay curves were constructed of the vessels               

containing the analyte. The most efficient method for determining DFC used           

extraction with dichloromethane under ultrasound and clean up with the dispersive           

extraction technique in solid phase using alumina, revealing that the use of STS             

significantly influences the decay. 

Key words: Azoles; Biosolids; Softening, GCMS. 
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INTRODUÇÃO 
 

A intenção do uso de pesticidas em campos agrícolas se justifica pela            

proteção de culturas, entretanto o uso de agroquímicos influenciam diretamente na           

preservação do solo e qualidade da agricultura. Solos e sedimentos além de            

sofrerem diretamente o impacto do uso de pesticidas, se tornam o depósito que             

dispersa estes contaminantes químicos em outros compartimentos ambientais        

(STORK et al., 2018; VRYZAS, 2018). Os pesticidas na cadeia alimentar humana            

são associados frequentemente a alterações hormonais (alterações no sistema         

endócrino), falhas no desenvolvimento do sistema nervoso e formação de tumores           

(em alguns casos malignos) (FISHER et al., 2018; SHI et al., 2017; MEIS et al.,               

2016). Uma prática comum, que visa minimizar o impacto de pesticidas no solo, é o               

tratamento de resíduos industriais e domiciliares para este fim, promovendo o           

decaimento do efeito tóxico causado pela adição de poluentes orgânicos          

persistentes (POPs) (EVANS et al., 2011). 

Os fungicidas se destacam com grande abrangência no mercado de          

pesticidas; e dentre muitas classes de fungicidas, os azóis representam um grupo de             

substâncias amplamente utilizadas tanto na agricultura como na indústria         

farmacêutica (SHAHINASI et al., 2017). Um dos azóis mais comuns no mercado é o              

difenoconazol (DFC), que se caracteriza como fungicida por interferir na biossíntese           

do ergosterol e inibição da desmetilação de esteroides comprometendo o          

crescimento do fungo (KANG et al., 2017; SZPYRKA e WALORCZYC, 2016). O DFC             

(cis,trans-3-cloro-4-[4-metil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil) -1,3-dioxolan-2-il]  

fenil-4-clorofenil éter]) pode ser tanto de uso agrícola como domissanitário e pode ter             

aplicação foliar ou aplicação em sementes, sendo que seu limite máximo de            

resíduos (LMR) é de 0,5 mg kg ​-1 em algumas culturas e sua ingestão diária aceitável               

(IDA) é de 0,6 mg kg ​-1​ de peso corpóreo. (ANVISA, 2015). 

Vários estudos avaliaram a cinética de dissipação do DFC em solos e            

sedimentos com o objetivo de avaliar o impacto deste fungicida neste recurso            

natural, como as pesquisas de Banerjee et al. (2008) e Zhang et al. (2015) que               

estudaram o padrão de dissipação do fungicida em culturas e produtos em diferentes             
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doses para determinar seus intervalos pré colheita, revelando a importância de           

soluções qualificadas para minimizar o efeito deste agrotóxico no meio ambiente.           

Para sanar os efeitos indesejáveis de pesticidas no meio ambiente são           

desenvolvidos processos físicos, químicos e biológicos como remediadores de solos          

contaminados. Neste contexto, como um método que gera um número menor de            

subprodutos nocivos, a biorremediação se torna mais atrativa na engenharia          

ambiental, pois se utilizam sistemas biológicos para catalisar a transformação (ou           

degradação) de produtos químicos tóxicos (ZEHRA et al., 2018).  

Muitos estudos investigam os efeitos quantitativos e qualitativos do uso de           

azóis na agricultura, como as características estruturais e funcionais da microbiota           

em solos devido ao seu uso prolongado. Muitas vezes, a falta de fiscalização dos              

órgãos competentes no seu uso correto podem maximizar esse impacto (FILIMON et            

al., 2018), Vários coadjuvantes biológicos já foram inseridos no solo como bactérias            

(ARYA et al., 2016 e MÓNICA et al., 2016), fungos (SPINA et al., 2018; GUPTA et                

al., 2017 e MAQBOOL et al., 2016), biochar (ZHEN et al., 2017 e CHENG et al.,                

2017). Inclusive o tema revela estudos no campo da edição genética envolvendo            

biologia computacional e abordagens multi-óticas com intuito de desenvolver um          

micro organismo, com gene funcional de interesse, para degradação de um           

recalcitrante específico (JAISWAL et al., 2019). No atual panorama demográfico, o           

lodo ativado de esgoto doméstico tratado (LET) se torna uma alternativa viável como             

degradante (KACPRZAK et al., 2017). Ainda se trata com preconceito da sociedade            

o uso de LET como fertilizante ou biodegradante no solo devido à sua origem,              

entretanto em muitos países desenvolvidos seu uso como fertilizante é comum e            

gera muita produção científica no estudo dos seus benefícios como adjuvante no            

solo (EVANS et al., 2011).  

Os experimentos ​lab to field consistem em testes laboratoriais com maiores           

regimes de exposição a pesticidas, permitindo assim uma análise dos impactos dos            

pesticidas em membros ainda menos abundantes da comunidade bacteriana do solo           

(STORCK et al., 2018). E partindo deste modelo de experimento o objetivo geral             

deste trabalho foi investigar a degradação do DFC nos substratos. Os objetivos            

específicos foram de caracterizar o solo e o LET utilizados no substrato e o produto               

13 



 
 
 

comercial Score 250EC em cromatógrafo a gás acoplado à espectrofotômetro de           

massas (CGEM), otimizar o método cromatográfico para determinação do DFC nas           

matrizes, otimizar métodos de extração e ​clean up das amostras com solo, LET e              

DFC e desenvolver o experimento de biodegradação em bancada. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

1. Uso de agrotóxicos 

Frente às novas tendências agrárias que suprem as necessidades do          

mercado cada vez mais globalizado, é determinante que o crescimento populacional           

exige uma demanda maior de produção de alimentos. Entram neste contexto os            

biocombustíveis como o etanol, o cultivo de árvores para produção de celulose ou             

uso de madeira para queima em siderúrgicas e ainda produtos como soja e milho              

que são exportados como ​commodities para os países em desenvolvimento          

(ARAÚJO et al., 2017). A venda de pesticidas no Brasil obteve um lucro superior a               

US$ 9,6 bilhões em 2016, revelando a importância do mercado de pesticidas no             

atual cenário agrícola. Dentre as principais classes comercializadas, se destacam os           

herbicidas, os fungicidas e os inseticidas, sendo que os cinco estados que mais             

consumiram agroquímicos em 2016 foram: Mato Grosso (20,4%), São Paulo (14%),           

Paraná (13,6%), Rio Grande do Sul (13,2%) e Goiás (9,6%). No ano de 2016, para               

suprir a demanda de fungicidas, o Brasil importou 94,1 mil quilos desta classe de              

pesticidas. Desde a safra de 2014/2015 foi observado um crescimento considerável           

(32%) no uso de fungicidas e, considerando a relação com a safra de 2016/2017,              

houve um aumento de 38% no consumo de fungicidas somente na produção de             

soja. Os cinco estados que mais usaram fungicidas no Brasil em 2017 foram o Rio               

Grande do Sul (55%), o Mato Grosso do Sul (40%), o Mato Grosso (39%), o São                

Paulo (39%) e o Paraná (34%) (SHAHINASI et al., 2017; SINDIVEG, 2017;            

ABRAPA, 2017). 

2. Fungicidas 

Os fungicidas são classificados de diferentes maneiras. Sua classificação é          

baseada na origem da mobilidade na planta (fungicidas de ação biológica,           

conhecidos como biofungicidas e fungicidas de ação química, que são sintetizados a            

partir de produtos químicos orgânicos e inorgânicos), nas suas semelhanças de           

grupo químico ou estrutura, na sua atividade relevante e no seu modo de ação              

(MDA) (SHAHINASI et al., 2017). Fungicidas orgânicos são muito utilizados na           
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agricultura moderna e se classificam pela estrutura química em Azóis,          

Benzimidazóis, Ditiocarbamatos e Estrobilurinas (GUPTA, 2017 e NIELSEN et al.,          

2010).  

Os azóis se apresentam no mercado como uma classe de fungicidas           

orgânicos importante na agricultura e na área clínica, desempenhando importantes          

funções em duas áreas distintas. Na área agrícola e na área clínica. Na agricultura é               

utilizado para controle e tratamento de uma gama muito ampla de doenças fúngicas             

em várias culturas, se apresentando em diversas estruturas químicas, entretanto as           

estruturas mais comuns são o imidazol (um anel de cinco membros com dois átomos              

de nitrogênio separados por um átomo de carbono, chamado 1,3-diazol) e o triazol             

(um anel de cinco membros com três átomos de nitrogênio e duas ligações duplas              

no anel, chamados 1,2,3-triazol ou 1,2,4-triazol) (CAMPOY; ADRIO, 2015 e          

NAVARRO et al., 2015). Sua utilização na área clínica promoveu resistência à ação             

azólica em um patógeno oportunista que se hospeda em humanos. Uma espécie de             

saprófita, identificada como ​Aspergillus fumigatus ​, que é comum em na          

decomposição de vegetação em florestas, em campos e em adubos armazenados,           

mas também é capaz de invadir organismos humanos imuno-comprometidos         

(FISHER et al., 2018 e MEIS et al., 2016). 

Outra característica marcante dos fungicidas azóis é sua quiralidade. O triazol           

(três átomos de nitrogênio e duas ligações duplas no anel de cinco membros,             

chamados 1,2,3-triazol ou 1,2,4-triazol) possui assimetria dos átomos de carbono          

substituídos na porção alquila triazol e podem se constituir de dois a quatro             

estereoisômeros óticos. As características físico-químicas dos compostos se        

mantêm iguais em todas as formas, entretanto suas interações biológicas          

apresentam seletividade quiral com macromoléculas, evidenciadas em estudos        

específicos sobre a influência de enantiômeros de triazóis sobre biodegradação, eco           

toxicidade e seus efeitos sobre a saúde humana. Estas interações despertam           

interesse pela contribuição que podem dar pela diferença de atividade biológica,           

efeito tóxico e destino ambiental dos fungicidas. Há um grande número de estudos             

sobre este comportamento dos triazóis em busca de mistura de estereoisômeros, ou            

racematos, efetivos no combate a organismos alvo se tornando uma boa fonte de             
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pesquisas em busca de pesticidas quirais enantiosseletivos (ZHANG et al., 2015 e            

DONG et al., 2013). 

3. Difenoconazol (DFC) 

Entre os triazóis mais utilizados no cenário atual o DFC (Figura 1a) se             

destaca como um pesticida de amplo espectro utilizado no controle de doenças            

causadas por fungos (membros da família de ascomicetos, basidomicetos e          

deuteromicetos) e, em diversas culturas, usado como fungicida sistêmico em          

tratamento de sementes e para aplicação foliar por ​spray (ABDALLAH et al., 2014).             

O DFC contém em sua estrutura o 1,2,4-triazol que atua interferindo na biossíntese             

do ergosterol e na inibição da desmetilação de esteroides (ZHAO et al., 2019).             

Identificado pela IUPAC como cis, trans-3-cloro-4- [4-metil-2- (1H-1,2,4-triazol-1-        

ilmetil) -1,3-dioxolan-2-il] fenil-4-clorofenil éter, o DFC foi sintetizado como um          

fungicida amplamente aplicado por sua ação rápida e atividade sistêmica          

predominante (SZPYRKA; WALORCZYC, 2016). 

No Brasil, de acordo com a agência nacional vigilância sanitária ANVISA           

(2015), o DFC é classificado como fungicida triazol de classe toxicológica I, pesticida             

com uso agrícola autorizado, com IDA de 0,6 mg kg ​-1 por peso corporal e emprego               

domissanitário conforme indicado. Devido a sua toxicidade, o produto já foi           

associado ao aumento na incidência de adenomas e carcinomas hepatocelulares em           

estudos com camundongos expostos a dieta de longo prazo (ZHUANG et al., 2015).             

Outros estudos identificaram o difenoconazol como inibidor da atividade de          

aromatase, rastreadas em células H295R (linhagem de carcinoma adrenocortical         

tumoral humano) (SANDERSON et al., 2002). 

Como é característico aos azóis, o DFC apresenta quiralidade com seus           

enantiômeros (estereoisômeros) de forma desigual, promovendo misturas não        

racêmicas. Esta característica quiral presente no triazol caracteriza sua capacidade          

de se metabolizar enantiosseletivamente (estereosseletivamente) no meio em que         

ele é inserido enriquecendo um enantiômero específico e, consequentemente,         

esgotando outro enantiômero. Este fator quiral revela produtos da biodegradação do           
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pesticida que se tornam prejudiciais ao meio ambiente e, consequentemente, ao           

homem, conforme Li J. et al. (2012). O DFC possui dois centros quirais que existem               

em quatro formas estereoisômeras (Figura 1b). Por ter diferentes configurações          

moleculares os estereoisômeros de pesticidas quirais se diferem em suas ligações           

pela sensibilidade estrutural dos receptores biológicos e naturalmente formam         

biomoléculas quirais (DONG et al., 2013). 

  

 

 

Figura 1. Estrutura do DFC (A) Numeração de átomos (B), estrutura dos quatro             

estereoisômeros do DFC. 

4. Degradação em solos 

Com os avanços da agricultura no panorama mundial, é fundamental que as            

próximas gerações, em todas as esferas da sociedade, mantenham o incentivo à            

pesquisa e desenvolvimento de técnicas que beneficiem o solo como recurso natural            
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associado ao crescimento econômico sustentável (REY et al., 2019).         

Essencialmente, o solo supre com quase todo alimento consumido (exceto o retirado            

de oceanos), revelando que a dependência do solo só tende a aumentar com o              

passar dos anos (BÜNEMANN et al., 2018). Esta necessidade de provimento de            

alimentos torna o solo um recurso natural determinante para nossa prosperidade e            

vital para nossa sobrevivência, levando em consideração todos os papéis          

ecossistêmicos que este recurso pode nos proporcionar com substrato para culturas           

em geral. Além de sua importância para a cultura de plantas, das quais dependem              

nossa alimentação e paisagem, o solo é também um filtro para a água da chuva,               

absorvendo a água em vez de escoar evitando inundações (BRADY, 2019) 

Hodiernamente o solo se encontra prejudicado por vários fatores         

antropogênicos. A construção de estradas provoca vedação do solo, as apropriações           

de terrenos para perfurações causam erosão, a atividade humana causa          

contaminação com produtos químicos de diversas fontes, além da compactação, a           

salinização, a redução da biodiversidade pela perda de organismos que vivem no            

solo e, uma das mais preocupantes ameaças, a desertificação (EVANS, 2006).           

Subtraindo os fatores que dependem de planejamento (como construção de          

estradas e estruturas), a matéria orgânica no solo se torna um fator chave para a               

remediação de ameaças através do gerenciamento por modelagem matemática         

(VAN DEN BOSCH et al., 2015). 

Levando em consideração a constituição do solo, e a diversidade de serviços            

ecossistêmicos envolvidos na sua estrutura, é um desafio imenso para a           

comunidade científica adotar um modelo que abranja todos os processos que           

caracterizam sua complexidade (JIA, 2018). O estudo de solos contaminados, por           

exemplo, é uma fonte diversa de novas descobertas e as interações envolvidas são             

de fluxo multifásico envolvendo o contaminante em fases sólida, líquida e gasosa,            

fatores que dificultam a modelagem típica envolvida em fluxo monofásico e acabam            

abrangendo apenas uma região geográfica ou um teste de bancada (VEREECKEN           

et al., 2016). É importante sempre regionalizar os estudos de um solo em busca de               

resultados pertinentes a sua composição e ao mesmo tempo disseminar os           

resultados, mantidos em uma plataforma de dados globais que possa desenvolver           
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um repositório onde se desenvolvam modelos por similaridade, valores de calibração           

e dados para comparação que serão essenciais para as pretensões futuras da            

humanidade frente a este recurso natural que, assim como a água, começa a se              

tornar crítico para as próximas gerações (HENDRIKS et al., 2019).  

5. Usos e aplicações de lodo de esgoto tratado 

O esgoto (ou efluente), provém fundamentalmente da atividade        

antropogênica. São os seres humanos que descartam seus rejeitos das residências,           

dos escritórios, das indústrias, dos estabelecimentos públicos, dos estabelecimentos         

comerciais, das escolas, dos hospitais e do ​“runoff” urbano (que pode se interligar             

com o sistema de esgoto em alguns casos), diretamente para o tratamento através             

de uma rede de saneamento que direciona estas águas residuais (OLDS et al., 2018              

e MCNABB, 2017). O tratamento biológico do esgoto gera lodo que de acordo com              

diretivas européias (2000/60/EC e 91/271/EEC) não é caracterizado como resíduo e           

sim como produto do tratamento do esgoto (KACPRZAK et al., 2017). 

A carga orgânica do biossólido de esgoto tratado forma um composto           

altamente complexo que pode gerar mudanças indesejáveis quando este produto é           

inserido no meio ambiente, porém também revela sua identidade biológica          

interessante como fertilizante em diversas culturas em diversos países (HANDI et al.,            

2019). Em 1991 o termo biossólido foi utilizado pela primeira vez nos Estados             

Unidos da América como uma definição para lodo de esgoto tratado, em contraste             

ao lodo de esgoto cru, objetivando promover sua segurança e uso benéfico na terra              

e, principalmente, aumentar a sua aceitação pública (CHRISTODOULOU;        

STAMATELATOU, 2016). 

O lodo de esgoto tratado além de apresentar alta carga orgânica contém em             

sua composição a presença de minerais, nutrientes e oligoelementos. Os metais           

traço se tornam perigosos pelo seu comportamento bio acumulativo gerando muitos           

estudos sobre sua toxicidade, biomagnificação e recuperação destes metais         

(oligoelementos), do lodo de esgoto tratado que pode gerar um lucro anual de 13              
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milhões de dólares para uma comunidade de um milhão de pessoas           

(WESTERHOFF et al., 2015). 

Outros compostos que merecem bastante atenção atualmente por        

encontrar-se em grande quantidade no lodo de esgoto tratado são os produtos            

farmacêuticos. Como estas drogas não são completamente metabolizadas em         

organismos humanos e animais, são excretadas na urina e fezes em sua estrutura             

original ou como metabólitos (BONDARCZUK et al., 2016; CALDAS et al., 2016). A             

associação do lodo de esgoto tratado com estes produtos revela uma preocupação            

que exige estudos relacionados a vários fatores específicos que podem se           

caracterizar como indicadores epidemiológicos que servem como modelos de         

estimativa de contaminação em função de uma população conhecida (O’BRIAN et           

al., 2017), e de acordo com García-Valcárcel e Tadeo (2011), em certas regiões             

como em Madri, na Espanha, o DFC foi identificado no lodo de esgoto tratado devido               

ao seu uso em culturas da região.  

Nesse panorama se busca através deste trabalho a obtenção de um método            

de baixo custo e com menor consumo de solventes orgânicos possível para            

determinação da presença de difenoconazol em substratos e, através deste método           

estudar a influência do LET no decaimento da concentração do pesticida em            

substrato com solo em um experimento de bancada durante 21 dias. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Atualmente, a presença de contaminantes ambientais no solo se tornou um           

amplo universo para estudo, recebendo atenção da comunidade científica devido ao           

impacto ecológico relacionado com estes agentes recalcitrantes, que vão desde          

agrotóxicos usados na agricultura até produtos farmacêuticos, de cuidado pessoal e           

cosméticos. Motivo que revela a pertinência do presente estudo em otimizar um            

método de determinação de um fungicida comum em culturas em geral. 

O método cromatográfico com injeções ​splitless de 1 μL em modo single ion             

monitoring utilizando os íons m/z 265 e 323 se comportou de forma linear, com um               

coeficiente de correlação linear (R ​2​) de 0,999. O método foi considerado preciso,            

exato e sensível. O método de extração e ​clean up ​otimizado com extração com              

diclorometano sob ultrassom e ​clean up com a técnica de extração dispersiva em             

fase sólida utilizando alumina como, com precisão, recuperações aceitáveis, limite          

de detecção e limite de quantificação compatíveis com outras metodologias para           

quantificação de DFC. 

E a partir do método otimizado, o estudo do decaimento da concentração do             

DFC, com uso de LET como agente coadjuvante, no solo revelou que houve             

decaimento, de 79,5% para o substrato contendo solo e LET e 89,9% para o              

substrato contendo apenas solo nas primeiras 24 horas. O substrato contendo           

apenas solo apresentou maior adsorção sugerindo que a maior porcentagem de MO            

e umidade reduzem a dissipação do pesticida. No segundo dia e no terceiro dia este               

comportamento se inverte, revelando valor maior da concentração de pesticida no           

vaso contendo substrato com solo, que pode evidenciar que a presença do LET             

favoreceu o decaimento nestes dias. A partir do sexto dia o DFC residual se              

estabilizou nos dois substratos até o vigésimo primeiro dia.  

A atividade microbiana do solo será avaliada em futuros estudos como fator            

que pode influenciar neste decaimento e o método otimizado pode ser usado para             

estudo de degradação de DFC com o uso de outros coadjuvantes no solo.  
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OTIMIZAÇÃO DE MÉTODO ANALÍTICO PARA ESTUDO DO DECAIMENTO DA CONCENTRAÇÃO DE 

DIFENOCONAZOL EM SUBSTRATO COM ADIÇÃO DE LODO ATIVADO DE ESGOTO DOMÉSTICO 

TRATADO 

ANALYTICAL METHOD OPTIMIZATION FOR STUDY OF DECAY OF CONCENTRATION OF 

DIFENOCONAZOLE IN SUBSTRATE WITH ADDICTION OF TREATED ACTIVATED DOMESTIC SEWAGE 

SLUDGE 

RESUMO 

A incorporação de lodo ativado de esgoto doméstico tratado (LET) em solos, que sofrem ação               

de pesticidas, pode ser avaliada como uma possível solução para minimizar os efeitos da ação tóxica                

destes compostos recalcitrantes em alimentos cultivados e no meio em que ocorre este cultivo. O               

objetivo deste trabalho foi avaliar a influência do LET no perfil de decaimento na concentração do                

pesticida difenoconazol (DFC) no solo. Partindo da hipótese de que o uso de LET em solos pode                 

influenciar na degradação de pesticidas, foi implementada uma abordagem ​lab-to-field para           

determinação do decaimento do analito tóxico utilizando DFC, um fungicida da classe dos triazóis.              

Foram testadas duas técnicas para extração e ​clean-up das amostras e, para cada técnica foram               

testados dois solventes. Também otimizadas as condições cromatográficas por cromatografia gasosa           

acoplada à espectrometria de massas (CGEM) para identificação dos principais íons e quantificação             

do DFC. O experimento foi feito em quatro vasos contendo: somente solo; solo e LET na proporção                 

70/30%, respectivamente; solo fortificado com DFC; e solo e LET na proporção 70/30%,             

respectivamente, fortificado com DFC. Para o estudo da degradação foram retiradas alíquotas dos             

vasos durante 21 dias após dosagem de DFC na concentração de 20 mg.Kg​-1​, respeitando frequência               

de coleta estabelecida. O método considerado mais eficiente para determinação de DFC utilizou             

extração com diclorometano sob ultrassom e ​clean up com a técnica de extração dispersiva em fase                

sólida, utilizando alumina como adsorvente. A partir dos resultados analíticos e da construção das              

curvas de degradação dos dois vasos que continham o analito, verificou-se que no primeiro dia após                

a dosagem houve uma queda brusca na concentração de DFC em ambos vasos, com mais intensidade                

no substrato só com solo. Nos dias seguintes o substrato com solo e LET apresentou maior                

decaimento do DFC em relação ao substrato com solo, confirmando variação significativa entre os              

substratos. 

  

Palavras-Chave: Biossólidos; azol; CGEM. 
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ABSTRACT 

  

The incorporation of activated sludge from treated domestic sewage (STS) in soils, which             

suffer from the action of pesticides, can be evaluated as a possible solution to minimize the effects of                  

the toxic action of these recalcitrant compounds in cultivated foods and in the environment in which                

this cultivation occurs. The objective of this work was to evaluate the influence of STS on the                 

degradation profile of pesticide difenoconazole (DFC) in the soil. Based on the hypothesis that the               

use of STS in soils may influence pesticide degradation, a ​lab-to-field approach was implemented to               

determine toxic analyte decay using DFC, a triazole class fungicide. Two techniques for sample              

extraction and ​clean-up were tested and for each technique two solvents were tested. Also              

chromatographic conditions were optimized by gas chromatography coupled to mass spectrometry           

(GCMS) for identification of the main ions and quantification of DFC. The experiment was done in                

four vessels containing: soil only; soil and STS in the proportion 70/30%, respectively; soil fortified               

with DFC; and soil and STS in the proportion 70/30%, respectively, fortified with DFC. For the                

degradation study, aliquots were removed from the vessels for 21 days after DFC dosing at a                

concentration of 20 mg.Kg​-1​, respecting the established collection frequency. The method considered            

most efficient for the determination of DFC used dichloromethane under ultrasound extraction and             

clean up with the dispersive solid phase extraction technique, using alumina as adsorbent. From the               

analytical results and the construction of the degradation curves of the two vessels containing the               

analyte, it was observed that on the first day after dosing there was a sharp drop in the                  

concentration of DFC in both vessels, with greater intensity in the soil only substrate. In the following                 

days the substrate with soil and STS presented higher decay of DFC in relation to the substrate with                  

soil, confirming significant variation between substrates. 

  

Keywords: Biosolids; azole; GCMS. 
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INTRODUÇÃO 

A qualidade do solo, da água e do ar se configuram como os três compartimentos que                

determinam a qualidade ambiental. Enquanto a água e o ar se definem comumente pelo grau de                

poluição que prejudica diretamente a saúde humana e os ecossistemas, a qualidade do solo não se                

limita apenas ao seu grau de poluição envolvendo no contexto o impacto na capacidade funcional               

deste compartimento ambiental (BUNNEMANN et al., 2018). Devido a quantidade ampla de            

microrganismos que executam as principais funções do ecossistema do solo, o caracterizando como             

um recurso limitado e amplamente não renovável, ele se torna um habitat único e complexo que                

contribui em processos com impactos em escala global (STORCK et al., 2018). E desde que a                

humanidade se apropriou de métodos agrícolas de cultivo de alimentos no solo, este compartimento              

ambiental recebeu uma atenção especial, devendo suprir as necessidades para uma cultura            

produtiva qualitativamente e quantitativamente (JAISWAL et al., 2019; REY et al. 2019). E neste              

contexto os pesticidas são usados no solo para garantir a estabilidade da produção agrícola e mesmo                

não afetando diretamente a saúde humana, indiretamente bio-concentram em tecidos de           

organismos (CHANG e CHANG, 2019) associando sua presença a alterações hormonais (alterações no             

sistema endócrino), falhas no desenvolvimento do sistema nervoso e formação de tumores (em             

alguns casos malignos) (FISHER et al., 2018; SHI et al., 2017; MEIS et al., 2016). A contaminação pelo                  

uso de pesticidas no solo merece atenção da comunidade científica não apenas pelo risco envolvido               

no consumo de alimentos cultivados e também pela ótica do desequilíbrio ecológico promovido pela              

degradação dos recursos naturais adjacentes ao solo onde o pesticida foi aplicado como a água               

(através de lençóis freáticos), a flora e fauna (HENDRIKS et al., 2019). Uma prática comum que visa                 

minimizar o impacto de pesticidas no solo é a adição de resíduos industriais e domiciliares tratados                

como biorremediadores atuantes sobre o efeito tóxico causado pela adição de poluentes orgânicos             

persistentes (POPs) (EVANS et al., 2011). 

Entre os pesticidas mais comuns no cenário agrícola, os fungicidas se destacam com grande              

abrangência no mercado. E dentre muitas classes de fungicidas, os azóis representam um grupo de               

substâncias amplamente utilizadas tanto na agricultura como na indústria farmacêutica (SHAHINASI           

et al., 2017). Este grupo apresenta, principalmente, duas subclasses com base no número de átomos               

de nitrogênio em um anel. A primeira classe inclui imidazóis, com dois átomos de nitrogênio em um                 

anel azol, enquanto outra classe inclui triazóis, que contém três átomos de nitrogênio em um anel                

cíclico (PRASAD et al., 2016). Um dos triazóis mais comuns no mercado como fungicida agrícola é o                 

difenoconazol (DFC), que se caracteriza como fungicida por interferir na biossíntese do ergosterol e              

inibir a desmetilação de esteroides comprometendo o crescimento dos fungos (KANG et al., 2017;              

SZPYRKA e WALORCZYC, 2016). Aplicado em diversas culturas, o DFC (cis, trans-3-cloro-4-[4-metil-2-            

37 



 
 
 

(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil) -1,3-dioxolan-2-il] fenil-4-clorofenil éter]) é um pesticida de uso agrícola e           

domissanitário de aplicação foliar e de aplicação em sementes, sendo que seu limite máximo de               

resíduos (LMR) é de 0,5mg kg​-1 em algumas culturas e sua ingestão diária aceitável (IDA) é de 0,6mg                  

kg​-1 p.c. (ANVISA, 2015). Estudos avaliaram a cinética de dissipação do DFC em solos com o objetivo                 

de avaliar o impacto do fungicida neste recurso natural, como as pesquisas de Banerjee et al. (2008)                 

e Zhang et al. (2015) que estudaram o padrão de dissipação do fungicida em culturas e produtos em                  

diferentes doses para determinar seus intervalos pré colheita (PHIs), revelando a importância de             

soluções qualificadas para minimizar o efeito deste agrotóxico no meio ambiente. 

O DFC, assim como todos triazóis e a maioria dos pesticidas, apresenta quiralidade e suas               

quatro formas conhecidas (Figura 1) se comportam de formas diversas no solo apresentando             

toxicidade enantiosseletiva. Levando em consideração que os processos de absorção, distribuição e            

degradação no organismo e ambiente em que estes se encontram são frequentemente            

enantiosseletivos, revelando um imenso campo de pesquisa onde avaliações de risco de resíduos de              

pesticidas quirais em alimentos e matriz ambiental com base nos dados obtidos pelos métodos              

aquirais são incompletos e inespecíficos (ZHANG et al., 2015 e LI et al., 2012). 

 

Figura 1. Estrutura dos quatro estereoisômeros do DFC. Os asteriscos indicam os centros estereogênicos. 

Com o objetivo de minimizar o efeito de pesticidas no solo, vários coadjuvantes biológicos já               

foram inseridos no solo como bactérias (ARYA e SHARMA, 2015 e MÓNICA et al., 2016), fungos                

(SPINA et al., 2018; GUPTA et al., 2017 e MAQBOOL et al., 2016), e biochar (ZHEN et al., 2018 e                    

CHENG et al., 2017), e o tema revela estudos no campo da edição genética envolvendo biologia                

computacional e abordagens multi-óticas com intuito de desenvolver um micróbio, com gene            

funcional de interesse, para degradação de um recalcitrante específico (JAISWAL et al., 2019). No              
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atual panorama demográfico, o lodo ativado de esgoto doméstico tratado (LET) se torna uma              

alternativa viável como biodegradante, devido seu uso atualmente comum atrelado à demanda            

global por energias renováveis, através do uso do LET como biomassa, e substratos para fertilização               

de solos (KACPRZAK et al., 2017). Ainda se trata com preconceito da sociedade o uso de LET como                  

fertilizante ou biodegradante no solo devido à sua origem, entretanto em muitos países             

desenvolvidos seu uso como fertilizante é comum e gera muita produção científica no estudo dos               

seus benefícios como adjuvante no solo (EVANS et al., 2011). 

Estudos recentes investigam os efeitos quantitativos e qualitativos do DFC que prejudicam            

características estruturais e funcionais da microbiota em solos devido ao seu uso prolongado e,              

muitas vezes, sofrem a falta de fiscalização dos órgãos competentes no seu uso correto (FILIMON et                

al., 2018), tanto que o DFC foi identificado no LET em certas regiões como em Madri, na Espanha,                  

onde foi detectado DFC no LET que é usado como fertilizante orgânico em culturas da região, de                 

acordo com García-Valcárcel e Tadeo (2011), que confirmaram a presença de compostos azólicos             

nesta matéria prima, em quantidades que podem produzir efeitos adversos no meio ambiente. Outra              

característica dos azóis que merece muita atenção atualmente diz respeito a saúde pública. A              

crescente frequência de infecções fúngicas que acarretam risco de vida provoca o aumento de uso               

profilático de azóis em pacientes de alto risco se tornou um fator importante para o surgimento e a                  

disseminação da resistência aos medicamentos azólicos (GARCIA-RUBIO et al., 2017; AZEVEDO et al.,             

2015). E neste contexto, é determinante que se avalie que a degradação do DFC depende de vários                 

fatores que incluem desde os aspectos regionais, características fisico-químicas do solo, atividade            

microbiana do solo e dosagens de DFC aplicadas. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar o                

decaimento da concentração do DFC no solo com adição de LET em uma abordagem ​lab to farm​,                 

através de metodologia analítica otimizada para determinação do analito nas amostras. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 
1. Reagentes, solventes e materiais 

Para o desenvolvimento do trabalho foi utilizado o produto comercial Score 250 EC             

(Syngenta), concentrado para emulsão com 250 g L ​-1 do princípio ativo DFC. A partir do produto                

comercial foi feita uma solução estoque de 20 mg L ​-1 em DCM. Os solventes acetonitrila (ACN),                

acetona e diclorometano (DCM) de grau analítico (Synth). Cloreto de sódio (Merck), sulfato de sódio               

anidro (Merck) ativado em estufa a 100°C por 6 horas e armazenado em dessecador, para conservar                

a umidade. Óxido de alumínio neutro (alumina) 0,05-0,2 mm/70-270 mesh ASTM (Macherley-Nagel)            

ativado em mufla a 400°C durante 8 horas e armazenado em dessecador. Para determinação dos               

índices de retenção foi utilizada solução padrão de n-alcanos, resultantes da mistura dos padrões C8               

a C20 e C21 e C40 (Sigma-Aldrich). O solo utilizado foi o argissolo vermelho-amarelo distrófico (PVAd)                

fornecido pela EMBRAPA e o LET proveniente da estação de tratamento de esgoto (ETE) da               

Companhia Rio-grandense de Saneamento (CORSAN) da cidade de Rio Grande (RS) que segue o              

processo para tratamento de esgotos de lodos ativados em tanques de aeração (CORSAN, 2019). 

2.    Caracterização físico-química do solo e LET 

Foram avaliadas umidade por gravimetria, matéria orgânica por perda de voláteis em forno             

de mufla (550°C), pH por potenciometria (relação amostra:água 1:5) e carbono orgânico em g kg​-1 por                

combustão úmida. Todas análises seguiram as metodologias utilizadas por Tedesco et al. (1995). 

3. Otimização do método cromatográfico 

Para otimização das condições cromatográficas, foi utilizada uma solução de 500 mg L ​-1 de              

DFC em DCM. As análises para identificação do DFC foram feitas em CGEM em um equipamento                

Shimadzu QP 2010 com coluna de polidimetilsiloxano (PDMS) com 5% de grupos fenila (Restek5MS),              

com hélio como gás de arraste. Partindo-se das condições estabelecidas para fungicidas por Hladik e               

McWayne (2012), foram otimizados: os modos de injeção ( ​split e ​splitless ​), modo de análise do               

espectrômetro de massas ​(scan e SIM) e a programação da temperatura do forno (Tabela 1). As                

condições iniciais do CGEM foram: 1 µL do analito foi injetado em modo ​splitless (temperatura de                

injetor 275 °C). Com energia de ionização do CGEM de 70 eV. 
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Tabela 1. Programação de forno no CGEM conforme as condições estabelecidas por Hladik e McWayne (2012). 

Rampa (°C min​-1​) Temperatura Tempo de permanência (min) 

0 80 0,5 

10 180 0 

5 220 1 

4 280 1 

10 300 0 

 

Para avaliar a influência da matriz na análise cromatográfica foi preparada uma amostra com              

100 g de substrato (mistura de solo e LET na proporção 70/30%), com fortificação de 20 mg kg​-1 do                   

DFC. O método de extração foi o método utilizado por Gonçalves e Alpendurada (2004), que não                

aplica ​clean up ao extrato obtido. A determinação da linearidade do método cromatográfico             

otimizado foi realizada através da construção de uma curva de calibração com soluções de trabalho               

na faixa de 25 a 200 mg L ​-1 com DCM, todas as soluções foram armazenadas sob refrigeração e                  

protegidas contra a luz com folha de alumínio. O padrão de 50 mg L ​-1 foi analisado cinco vezes para o                    

estudo de precisão que foi expresso através do desvio relativo em porcentagem (RSD%). A exatidão               

foi estudada através da aplicação da curva para cálculo da concentração da solução de 50 mg L ​-1 a                  

partir de sua área, sendo a diferença entre o valor da solução e o valor encontrado a partir da curva,                    

expresso como erro relativo. O limite de detecção (LD) e o limite de quantificação (LQ) foram                

calculados com base da análise de brancos, considerando três vezes o valor de RSD do branco e dez                  

vezes o valor do RSD do branco (ambos divididos pelo coeficiente angular da curva), para LD e LQ,                  

respectivamente (LANÇAS, 2004). 

Os compostos foram identificados por comparação dos tempos de retenção com a solução de              

trabalho e pela biblioteca NIST instalada no programa GCMSolutions versão 2.5 (Shimatzu) do CGEM,              

considerando similaridades superiores a 80%. Para confirmação da identidade dos compostos na            

amostra foi calculado (conforme Equação 1) o índice de retenção (IR), utilizando padrão de n-alcanos               

conforme equação de Van den Dool e Kratz (1963). 

 

                       Equação 1:R 00n 00  I = 1 + 1 tR(c) − tR(n)  
    tR(n+1) − tR(n)           
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Onde t​R(n) e t​R(n + 1) são tempos de retenção dos n-alcanos de referência eluídos antes e                 

imediatamente depois do composto químico “C”; t​R(c) é o tempo de retenção do composto “C” (VON                

MÜHLEN, 2009). 

4. Extração e ​clean up 

Para otimizar o método de pré-tratamento para detectar o DFC nas amostras, diferentes             

solventes de extração foram investigados para melhorar a eficiência de extração. Para determinar o              

método mais eficiente foram preparados dois vasos contendo 100 g da mistura de solo e LET na                 

proporção 70/30% em base seca (BS), sendo uma fortificada com DFC a 20 mg kg​-1 e a outra não.                   

Após homogeneização dos substratos foram retiradas amostras para extração e ​clean up em             

triplicata. O experimento sem dosagem recebeu o mesmo tratamento para confirmação de ausência             

dos compostos encontrados no produto comercial no solo com LET. Os métodos de extração usaram               

o fundamento da extração por solventes sob US, que é indicada para extrair componentes orgânicos               

voláteis e semi-voláteis de sólidos como solos, lodos e resíduos (EPA 3550C, 2007). Os métodos               

testados basearam-se no método adotado por Gonçalves e Alpendurada (2004), utilizando os            

solventes extratores DCM e ACN (codificando os métodos como GDCM e GACN, respectivamente), e              

no método adotado por Kang et al. (2017), avaliando os solventes extratores DCM e ACN               

(codificando os métodos como KDCM e KACN, respectivamente). Para o clean-up dos extratos             

obtidos através dos métodos GDCM e GACN foi usada a técnica de cromatografia líquida preparativa               

(CLP), com alumina como fase estacionária (SHALABI et al., 2017), e para o clean-up dos extratos                

obtidos dos métodos KDCM e KACN foi usada a técnica da extração em fase sólida, utilizando alumina                 

como adsorvente, método utilizado pelo próprio Kang et al. (2017). 

4.1. Extração 

O método I seguiu a metodologia adotada por Gonçalves e Alpendurada (2004) que consistiu              

na extração de 5 g de amostra com 5 ml de solvente em erlenmeyer e colocados em banho de US                    

modelo USC1400A (UNIQUE) durante 15 min - por três ciclos – após cada ciclo o extrato foi                 

transferido para um mesmo béquer, através de um funil com filtro de papel qualitativo (previamente               

lavado com o solvente utilizado), contendo uma porção de sulfato de sódio anidro. O béquer com 15                 

ml do extrato foi evaporado em capela para posterior ​clean up ​. O método II seguiu a metodologia                 

adotada por Kang et al. (2017) que consiste na extração de 10 g da amostra em tubo de centrífuga                   

com 10 ml do solvente em banho de US por 15 min. Após a extração foi adicionado 3 g de sulfato de                      

sódio anidro e 2 g de cloreto de sódio a mistura é agitada em vortéx por 3 min, para posterior                    

centrifugação por 5 min, 3 ml do sobrenadante foram coletados, evaporados e submetidos             
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posteriormente para ​clean up ​. 

4.2. ​Clean up 

Para o ​clean up do extrato obtido no método I houve otimização de procedimento utilizando               

mini coluna de cromatografia líquida preparativa (CLP) conforme Shalabi et al. (2017), com óxido de               

alumínio (alumina) como fase estacionária e acetona como fase móvel. O extrato obtido na extração               

por US foi diluído em 1 ml de acetona, homogeneizado com 0,5 mg de alumina, evaporado,                

adicionado na CLP (recheada com uma porção de sulfato de sódio anidro no início da coluna, a fase                  

estacionária e outra porção de sulfato de sódio anidro no final da coluna). Foram coletadas três                

frações de 5ml para determinar o volume de eluição do DFC. Cada fração foi evaporada,               

reconstituída em 1 ml de DCM e analisado em CGEM. 

Para o clean-up do extrato obtido no método II foi usada a técnica da extração dispersiva em                 

fase sólida utilizando alumina como adsorvente. O extrato obtido foi diluído em 1 ml do solvente                

utilizado na extração, homogeneizado com 0,05 g de alumina, agitado em vortéx por 30 seg e                

centrifugado por 5 min. Após centrifugação o sobrenadante foi coletado, filtrado, avolumado em 1              

ml e analisado em CGEM. Os dois métodos utilizados são ilustrados na Figura 2. 

Para avaliação dos métodos de extração e clean up ​foram utilizadas recuperações            

considerando as diferenças entre as concentrações obtidas através de cada metodologia em relação             

ao valor teórico esperado (utilizando as curvas de calibração em função do tratamento de cada               

método), e a precisão foi avaliada através do RSD em relação as triplicatas. 
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Figura 2. Métodos de extração e ​clean up modificados (KANG et al., 2017; Gonçalves e Alpendurada, 2004 e Shalabi et al.,                     

2017). 
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5. Estudo de decaimento 

 O estudo do decaimento de concentração do DFC foi realizado em bancada com preparação              

de quatro vasos para acompanhamento do perfil de degradação (Tabela 2). Um vaso contendo 500 g                

(BS) de solo, um vaso contendo 500 g (BS) da mistura de solo com LET na proporção de 70/30%,                   

respectivamente, um vaso contendo 500 g (BS) da mistura de solo com LET na proporção de 70/30%,                 

respectivamente, com adição de 20 mg kg​-1 de pesticida e um vaso contendo 500 g de solo (BS) com                   

adição de 20 mg kg​-1​. 

Tabela 2. Experimentos de bancada. 

Substratos Código 

Vaso com 500 g (BS) de solo. VSB 

Vaso contendo 500 g (BS) da mistura de solo com LET na proporção de 70/30%,               

respectivamente. 

VSLB 

Vaso contendo 500 g (BS) da mistura de solo com LET na proporção de 70/30%,               

respectivamente, com adição de 20 mg kg​-1​ de pesticida. 

VSLD 

Vaso contendo 500 g de solo em BS com adição de 20 mg kg ​-1​. VSD 

Para determinar o perfil de degradação do pesticida no solo com adição de LET foi seguido o                 

método experimental utilizado por Kang et al. (2017) que consiste na coleta de amostras aleatórias a                

partir de 2 h (considerada como a concentração inicial), 1,2,3,5,7,10, 14 e 21 dias após a aplicação de                  

pesticida. Todos vasos foram cuidadosamente homogeneizados anteriormente a cada coleta e as            

amostras foram retiradas (em triplicata) para extração,​ clean up ​e análise em CGEM. 

Com o método otimizado foram determinadas as concentrações residuais de DFC nos            

extratos obtidos das amostras coletadas de VSLD e VSD nos dias indicados do experimento. A partir                

destes dados foi construída a curva de degradação relacionando a porcentagem de DFC             

remanescente, considerando no tempo zero a concentração inicial de 20 mg.kg​-1 correspondendo a             

100%, por tempo em dias. Para determinar se houve homogeneidade entre as variâncias dos perfis               

de degradação do VSLD e VSD foi feito análise de variância, através do software Statistica 7.1                

(STATSOFT EUA). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

1. Caracterização do solo e do LET 

A Tabela 3 apresenta a caracterização do solo e do LET, evidenciando que o LET apresenta um                 

alto teor de matéria orgânica (MO) e umidade, enquanto o solo apresenta baixa umidade e baixo                

teor de matéria orgânica, que pode indicar que o solo utilizado (PVAd) tem fertilidade química               

predominantemente baixa. 

Os resultados de umidade tanto para o LET como para o solo foram aceitáveis para               

construção do experimento. Em relação ao LET esse resultado foi inferior aos obtidos por Ingelmo et                

al. (2012), que obteve 94,5% para o LET. O teor de MO do LET confere a este LET uma característica                    

desejável para sua aplicação como fonte de nutrientes para o solo agrário (BOHM et al., 2016). O pH                  

do LET está dentro da faixa desejada que é entre 5,5 - 7,0, conforme Tedesco (1995). O elevado teor                   

de carbono no LET pode proporcionar elevada atividade microbiana através da respiração quando             

adicionado a solos (MOREIRA; MALAVOLTA, 2004). 

Tabela 3. Resultados da caracterização do LET e do solo. 

  Umidade % MO % pH C mg kg​-1 

LET 66,0 60 6,6 307,0 

SOLO 11,0 4,3 4,5 25,3 

 

2.       Otimização do método cromatográfico 

A Figura 3 apresenta os cromatogramas obtidos com injeção ​splitless (a) e ​split (b) em modo                

scan para a solução de 500 mg L ​-1 ​do produto comercial Score 250 EC nas condições conforme Hladik                  

e McWayne (2012). Foi observado que os cromatogramas revelaram que o produto comercial             

apresenta o DFC com duas formas quirais com tempo de retenção de 64,923 e 65,111 min                

(identificados na tabela 4 e indicados na Figura 3 a1 e b2). A presença dos dois isômeros do DFC já foi                     

observados em estudos de Szpyrka e Walorczyk (2016). Também foi possível identificar a presença              

outros compostos em grande quantidade, na sua maioria hidrocarbonetos (indicados e identificados            

na Figura 3 b2 e na tabela 5, respectivamente) na faixa entre 7,907 e 8,080 min. 
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Figura 3. Cromatogramas obtidos dos compostos encontrados no produto comercial:  a) Injeção ​ splitless ​  a1) DFC em modo 

splitless ​ b) Injeção ​split ​ b1) e b2). 

​Embora o modo ​splitless tenha apresentado áreas maiores, o que implicaria em maior              

sensibilidade e menores LD e LQ para o DFC, o modo ​split foi mais adequado para caracterização do                  

produto comercial em função da elevada concentração dos hidrocarbonetos aromáticos que ficaram            

melhor resolvidos neste modo na razão 1:20. 
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Tabela 4. Compostos encontrados no produto comercial. 

Pico Composto químico 

Tempo de 

retenção (min) 

Área do 

pico (%) 

Massa 

molecular 

1 1-Hexanol, 2-etil- 7,91 2,37 130,2 

2 2-Pirrolidinona, 1-metil- 8,40 10,80 99 

3 Benzeno, 1-metil-3-propil- 9,19 5,55 134 

4 Benzeno, 1-metil-4-propil- - 9,41 4,02 134 

5 Benzeno, 1-etil-3,5-dimetil-* 9,58 4,98 134 

6 Benzeno, 1-metil-2-propil* 10,08 2,18 134 

7 Benzeno, etil-dimetil (isomero)* 

Benzeno, etil-dimetil (isomero)* 

10,62 4,84 134 

8 10,71 5,06 134 

9 Benzene, etil-dimetil (isomero)* 11,01 1,77 134 

10 Benzeno, etil-dimetil (isomero)* 11,92 1,99 134 

11 Benzeno, tetrametil (isomero)* 12,30 6,93 134 

12 Benzeno, tetrametil (isomero)* 12,46 10,28 134 

13 Benzeno, 1-metil-2-(2-propenil)* 13,11 2,78 132 

14 1H-Indeno, 2,3-dihidro-5-metil-* 13,46 4,67 132 

15 Benzeno, 2-etil-1,4-dimetil-* 13,54 4,18 134 

16 Benzeno, 1-metil-4-(1-metilpropil)-* 14,22 1,49 148 

17 Naftaleno 14,48 8,97 128 

18 DFC 64,92 1,51 405 

19 DFC 65,11 4,63 405 

      

*Não obtiveram confirmação do IR, por padrão de n-alcanos por Van denDool e Kratz. 

  

A partir do estudo dos espectros de massa do DFC, apresentados na Figura 4, em modo ​scan                 
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foi possível identificar os principais íons resultantes das quebras deste analito, desta forma foram              

selecionados os íons de maior intensidade, m/z 265 e 323, para posteriores análises em GCMS em                

modo SIM. 

 

Figura 4. Comparação dos espectros de massa para o DFC com o espectro da biblioteca NIST. 

Buscando um menor tempo de análise para identificar todos compostos o forno foi             

reprogramado conforme Tabela 5. Com esta programação o DFC com suas duas formas quirais foram               

identificadas nos tempos de 54,85 e 55.04 min. Porém quando analisamos os extratos referentes a               

amostra fortificada (para avaliar a interferência da matriz), foi observado que alguns compostos             

poderiam ser detectados após o tempo proposto pela corrida cromatográfica. Em função disto o              

tempo final foi prolongado por mais 20 min. 

Tabela 5. Reprogramação do forno. 

Rampa (°C min ​-1​) Temperatura final (°C) Tempo de permanência (min) 

0 80 0 

10 120 0 

3 220 5 

10 290 20 

 

Visando o aumento da sensibilidade aliada com ​clean up eletrônico as análises            

cromatográficas dos extratos foram conduzidas com injeções ​splitless ​de 1 µL em modo SIM              

utilizando os íons m/z 265 e 323. Este método se comportou de forma linear, considerando como                

sinal analítico a soma das áreas dos dois isômeros em relação a concentração, com um coeficiente de                 

correlação linear (R​2​) de 0,999. O método foi considerado preciso com RSD de 4,2% e exato com erro                  
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relativo de 2,5%. O LD e LQ foram de 0,01 mg L ​-1 e 0,03 mg L ​-1​, respectivamente, revelando valores                   

aceitáveis em conformidade com Zhao et al. (2019). 

3.       Extração e ​clean up 

Observando os dados da Tabela 6 o método KDCM apresentou a melhor recuperação (79,8 ±               

3,1%), com precisão entre as amostras aceitável segundo Zhao et al (2019). Considerando as              

recuperações de 100% e os LD e LQ do método cromatográfico, os LDs e LQs em relação a amostra,                   

seguindo esta metodologia, estariam na faixa de 0,001 e 0,003 mg kg​-1​ (ZHAO et al., 2019). 

Tabela 6. Recuperação, RSD e tempo médio dos métodos analisados. 

Método de Extração Recuperação (%) RSD(%) Tempo médio(min) 

GDCM 40,7 2,7 60 

GACN 24,6 3,3 60 

KDCM 79,8 3,1 30 

KACN 40,5 0,9 30 

  

Os métodos de extração GDCM e GACN (com volume de eluição na CLP definido nos               

primeiros 5 ml de acetona), apresentaram menores recuperações de DFC. Também podemos            

observar na figura 5a que o processo de ​clean up não se apresentou efetivo nestes métodos,                

inclusive na determinação do DFC (Figura 5b), resultando em muitos compostos no extrato que              

poderiam danificar ou sobrecarregar a coluna cromatográfica e, além disto, as quantidades de             

solvente envolvida nestes métodos os tornam menos econômicos e mais agressivos ao meio             

ambiente e aos analistas. 

A Figura 5c compara os cromatogramas dos extratos obtidos por KDCM e KACN que revelou               

em modo SIM, percebe-se a eliminação dos compostos interferentes através do ​clean up eletrônico              

proporcionado por esse modo, além de confirmar a melhor recuperação descrita pela Tabela 6. 
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Figura 5. Cromatogramas em modo SIM e ​scan. ​a) Comparação entre métodos GDCM e KDCM em modo ​scan ​. b) DFC em                     

evidência nos métodos em modo ​scan ​. c) Comparação entre os cromatogramas dos extratos obtidos por KDCM e KACN em                   

modo SIM 

4. Estudo de decaimento 

A tabela 7 e a Figura 6 apresentam os resultados de DFC residual nas amostras retiradas nos                 

dias propostos do estudo de decaimento de concentração do fungicida. Podemos observar que em              

ambos os tratamentos houve uma grande queda, de 79,5% para o VSLD e 89,9% para o VSD                 

revelando que o substrato VSD apresentou maior redução nas primeiras 24 horas. Este             

comportamento sugere que a maior porcentagem de MO e umidade reduzem a dissipação do              

pesticida. A MO favorece uma interação mais forte com compostos de baixa polaridade com o solo                

em função de sua polaridade, por outro lado o alto teor de umidade do LET está relacionado com                  

uma baixa granulometria do LET, o que pode justificar uma menor aeração que pode dificultar a                

dissipação do DFC para atmosfera ( ​SANCHES FILHO e MESQUITA, 2018​). No segundo dia e no terceiro                

dia este comportamento se inverte, revelando valor maior da concentração de pesticida no vaso              

contendo substrato com solo, que pode evidenciar que a presença do LET favoreceu o decaimento. A                

partir do sexto dia o DFC residual se estabilizou nos dois substratos até o vigésimo primeiro dia. 
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Tabela 7. Quantidade Residual de DFC no substrato com solo e LET fortificado com pesticida (VSLD) e substrato com solo                    

fortificado com pesticida (VSD) 

Dias Residual DFC VSLD (mg Kg ​-1​) Residual DFC VSD (mg Kg ​-1​) 

0 23,7 ± 1,0% ​a x 23,4 ± 0,4% ​a x 

1 4,9 ± 6,4% ​b y 2,7 ± 19,4% ​b x 

2 1,0 ± 6,1% ​c x 1,5 ± 18,5% ​cd y 

3 0,8 ± 10,1% ​c x 1,7 ± 9,1% ​bc y 

6 0,8 ± 5,7% ​cd x 0,6 ± 17,8% ​de x 

8 0,8 ± 12,3% ​cd x 0,6 ± 20,5% ​de x 

10 0,4 ± 7,3% ​d x 0,7 ± 10,0% ​de x 

14 0,4 ± 7,9% ​d x 0,5 ± 8,1% ​de x 

21 0,3 ± 5,5% ​d x 0,3 ± 20,0% ​e x 

Médias com letras idênticas na coluna (a, b, c, d, e) ou na linha (x, y) não diferiram entre si pelo método de Tuckey (p ≤0,5). 

 

Figura 6. Gráfico comparativo entre a porcentagem residual de DFC no substrato com solo e LET fortificado com pesticida                   

(VSLD) e substrato com solo fortificado com pesticida (VSD) 
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CONCLUSÕES 

O método de extração, ​clean up e determinação por CGEM otimizado neste estudo, reuniu              

extração com DCM sob US e ​clean up com a técnica de extração dispersiva utilizando alumina como                 

fase sólida. O método cromatográfico foi definido em modo SIM (m/z 265 e 323) e injeção ​splitless​. A                  

metodologia como um todo apresentou precisão e recuperação aceitáveis, LD e LQ compatíveis com              

outras metodologias para quantificação de DFC e adequados para acompanhamento do           

comportamento de decaimento da concentração do analito. 

O estudo de decaimento da concentração do DFC concluiu que houve variação significativa (p              

≤0,5) entre o substrato com solo e o substrato contendo solo e LET durante os três primeiros dias.                  

Embora no primeiro dia o substrato contendo apenas solo apresentou queda maior da concentração              

do pesticida, nos dois dias seguintes o comportamento se inverteu evidenciando favorecimento do             

LET na queda de concentração do pesticida no substrato. A partir do sexto dia a concentração de DFC                  

se estabilizou em ambos vasos, evidenciando maior variância na concentração no substrato com             

apenas solo até o vigésimo primeiro dia. 
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