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Otimizagdo de método analitico para estudo da degradagédo do
difenoconazol em substrato com adi¢do de lodo ativado do esgoto
domeéstico tratado

A degradagdo de pesticidas em solos pode ser avaliada como uma possivel solugdo para minimizar os efeitos da agdo toxica destes compostos recalcitrantes em alimentos cultivados e no
meio em que ocorre este cultivo. Uma alternativa comum e sustentavel é o uso de lodo ativado de esgoto doméstico tratado (LET) como coadjuvante em solos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a influéncia do LET no perfil de degradagdo de um pesticida no solo. Partindo da hipdtese de que o uso de LET em solos pode influenciar na degradagdo de pesticidas, foi implementada
uma abordagem lab-to-field para determinagdo do decaimento do analito téxico utilizando o difenoconazol (DFC), um fungicida da classe dos triazéis. Foram testadas duas técnicas para
extragdo e clean-up das amostras e, para cada técnica foram testados dois solventes. Também otimizadas as condigdes cromatograficas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CGEM) para identificagdo dos principais ions e quantificagdo do DFC. O experimento foi feito em quatro vasos contendo: somente solo; solo e LET na propor¢do 70/30%,
respectivamente; solo fortificado com DFC; e solo e LET na proporgdo 70/30%, respectivamente, fortificado com DFC. Para o estudo da degradagdo foram retiradas aliquotas dos vasos
durante 21 dias apds dosagem de DFC na concentragdo de 20 mg.Kg-1, respeitando frequéncia de coleta estabelecida. O método considerado mais eficiente para determinagdo de DFC
utilizou extragdo com diclorometano sob ultrassom e clean up com a técnica de extragdo dispersiva em fase sélida, utilizando alumina como adsorvente. A partir dos resultados analiticos e
da construgdo das curvas de degradagdo dos dois vasos que continham o analito, verificou-se que no primeiro dia apds a dosagem houve uma queda brusca na concentragdo de DFC em
ambos vasos, com mais intensidade no substrato sé com solo. Nos dias seguintes o substrato com solo e LET apresentou maior decaimento do DFC em relagdo ao substrato com solo,
confirmando variagdo significativa entre os substratos.

Palavras-chave: Biossolidos; Azol; CGEM.

Analytical method optimization for study of difenoconazole
degradation in substrate with addiction of treated activated
domestic sewage sludge

Pesticide degradation in soils can be evaluated as a possible solution to minimize the effects of toxic action using recalcitrant compounds on cultivated food and the environment in which it
occurs. A common and sustainable alternative is the use of treated sewage activated domestic sludge (TSS) as an adjuvant in soils. The objective of this work was to evaluate the influence of
TSS on the degradation profile of a pesticide in the soil. Based on the hypothesis that the use of TSS in soils may influence pesticide degradation, a lab-to-field approach was implemented to
determine toxic analyte decay using diphenoconazole (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 TSS in the proportion 70/30%, respectively; soil fortified with DFC; and soil and TSS 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 TSS presented higher decay of DFC in relation to the substrate with soil, confirming significant variation between substrates.
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Otimizagdo de método analitico para estudo da degradagdo do difenoconazol em substrato com adigcdo de lodo ativado do esgoto doméstico
tratado
LARROSA, A. M. M.; BOHM, G. M. B.; SANCHES FILHO, P. J.; DUTRA, I. R. S.

INTRODUGAO

A qualidade do solo, da dgua e do ar se configuram como os trés compartimentos que determinam
a qualidade ambiental. Enquanto a agua e o ar se definem comumente pelo grau de polui¢cdo que prejudica
diretamente a saide humana e os ecossistemas, a qualidade do solo ndo se limita apenas ao seu grau de
poluicdo 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
funcdes do ecossistema do solo, o caracterizando como um recurso limitado e amplamente ndo renovavel,
ele se torna um habitat Unico e complexo que contribui em processos com impactos em escala global
(STORCK et al., 2018). Desde que o ser humano se apropriou de métodos agricolas de cultivo dos alimentos
no solo, este compartimento ambiental recebeu uma atencdo especial, devendo suprir as necessidades para
uma cultura produtiva qualitativamente e quantitativamente (JAISWAL et al., 2019; REY et al., 2019).

Neste contexto, os pesticidas sdo usados no solo para garantir a estabilidade da produgao agricola e
mesmo ndo afetando diretamente a saude humana, indiretamente bio-concentram em tecidos de
organismos (CHANG et al., 2019) associando sua presencga a altera¢gdes hormonais (altera¢gdes no sistema
enddcrino), falhas no desenvolvimento do sistema nervoso e formagdo de tumores (em alguns casos
malignos) (FISHER et al., 2018; SHI et al., 2017; MEIS et al., 2016). A contaminac¢do pelo uso de pesticidas no
solo merece aten¢do da comunidade cientifica ndo apenas pelo risco envolvido no consumo de alimentos
cultivados e também pela 6tica do desequilibrio ecolégico promovido pela degradacdo dos recursos naturais
adjacentes ao solo onde o pesticida foi aplicado como a agua (através de lencadis freaticos), a flora e fauna
(HENDRIKS et al., 2019). Uma pratica comum que visa minimizar o impacto de pesticidas no solo é a adicdo
de residuos industriais e domiciliares tratados como biorremediadores atuantes sobre o efeito toxico
causado pela adicdo de poluentes organicos persistentes (POPs) (EVANS et al., 2011).

Entre os pesticidas mais comuns no cendrio agricola os fungicidas se destacam com grande
abrangéncia no mercado. E dentre muitas classes de fungicidas os azdis representam um grupo de
substancias amplamente utilizadas tanto na agricultura como na industria farmacéutica (SHAHINASI et al.,
2017). Este grupo apresenta, principalmente, duas subclasses com base no nimero de dtomos de nitrogénio
em um anel. A primeira classe inclui imidazdis, com dois &tomos de nitrogénio em um anel azol, enquanto
outra classe inclui triazdis, que contém trés atomos de nitrogénio em um anel ciclico (PRASAD et al., 2016).
Um dos triazdis mais comuns no mercado como fungicida agricola é o difenoconazol (DFC), que se caracteriza
como fungicida por interferir na biossintese do ergosterol e inibir a desmetilacdo de esteroides
comprometendo o crescimento dos fungos (KANG et al., 2017; SZPYRKA et al., 2016). Aplicado em diversas
culturas, 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]) é um pesticida de uso agricola e domissanitario de aplicagdo foliar e da aplicagdo em sementes, sendo
que seu limite maximo de residuos (LMR) é de 0,5mg kg em algumas culturas e sua ingestdo diaria aceitavel
(IDA) é de 0,6mg kg™ p.c. (ANVISA, 2015). Estudos avaliaram a cinética de dissipacdo do DFC em solos com o
objetivo de avaliar o impacto do fungicida neste recurso natural, como as pesquisas de Banerjee et al. (2008)
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e Zhang et al. (2015a) que estudaram o padrdo de dissipacdo do fungicida em culturas e produtos em
diferentes doses para determinar seus intervalos pré-colheita (PHIs), revelando a importancia de solugdes
qualificadas para minimizar o efeito deste agrotdxico no meio ambiente.

O DFC, assim como todos triazdis 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 consideracdao que os processos de absorcdo, distribuicdo e degradacao no
organismo e ambiente em que estes se encontram sdo frequentemente enantiosseletivos, revelando um
imenso campo de pesquisa onde avaliagdes de risco dos residuos das pesticidas quirais em alimentos e matriz
ambiental com base nos dados obtidos pelos métodos aquirais sdo incompletos e inespecificos (ZHANG et

al., 2015b; Ll et al., 2012).
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Figura 1: Estrutura dos quatro estereoisémeros do DFC. Os asteriscos indicam os centros estereogénicos.
Fonte: Twohig et al. (2013).

Com o objetivo de minimizar o efeito de pesticidas no solo varios coadjuvantes bioldgicos ja foram
inseridos no solo como bactérias (ARYA et al., 2015; MONICA et al., 2016), fungos (SPINA et al., 2018; GUPTA
et al., 2017, MAQBOOL et al., 2016), biochar (ZHEN et al., 2018 e CHENG et al., 2017), e inclusive o tema
revela estudos no campo da edi¢do genética envolvendo biologia computacional e abordagens multi-éticas
com intuito de desenvolver um micrébio, com gene funcional de interesse, para degradacdo de um
recalcitrante especifico (JAISWAL et al., 2019). No atual panorama demografico o lodo ativado de esgoto
domeéstico tratado (LET) se torna uma alternativa viavel como biodegradante, devido seu uso atualmente
comum atrelado a demanda global por energias renovaveis, através do uso do LET como biomassa, e
substratos para fertilizacdo de solos (KACPRZAK et al., 2017). Ainda se trata com preconceito da sociedade o
uso de LET como fertilizante ou biodegradante no solo devido a sua origem, entretanto em muitos paises
desenvolvidos seu uso como fertilizante é comum e gera muita producao cientifica no estudo dos seus
beneficios como adjuvante no solo (EVANS et al., 2011).

Estudos recentes investigam os efeitos quantitativos e qualitativos do DFC que prejudicam
caracteristicas estruturais e funcionais da microbiota em solos devido ao seu uso prolongado e, muitas vezes,
sofrem a falta de fiscalizagdo dos 6rgaos competentes no seu uso correto (FILIMON et al., 2018), tanto que o

DFC foi identificado no LET em certas regiées como em Madri, na Espanha, onde foi detectado DFC no LET
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que é usado como fertilizante organico em culturas da regido, de acordo com Garcia-Valcarcel et al. (2011),
que confirmaram a presenga de compostos azdlicos nesta matéria prima, em quantidades que podem
produzir efeitos adversos no meio ambiente. Outra caracteristica dos azdis que merece muita atengao
atualmente diz respeito a salude publica. A crescente frequéncia de infec¢es fungicas que acarretam risco
de vida provoca o aumento do uso profilatico de azdis em pacientes do alto risco se tornou um fator
importante para o surgimento e a disseminag¢do da resisténcia aos medicamentos azdlicos (GARCIA-RUBIO
et al., 2017; AZEVEDO et al., 2015). Neste contexto, é determinante que se avalie que a degradacdo do DFC
depende de vdrios fatores que incluem desde os aspectos regionais, caracteristicas fisico-quimicas do solo,
atividade microbiana do solo e dosagens de DFC aplicadas. O objetivo deste trabalho foi investigar a
degradacdo do DFC no solo com adi¢do de LET em uma abordagem lab to farm, através de metodologia

analitica otimizada para determinac¢do do analito nas amostras.

MATERIAIS E METODOS
Reagentes, solventes e materiais

Para o desenvolvimento do trabalho foi utilizado o produto comercial Score 250 EC (Syngenta),
concentrado para emuls3o com 250 g L do principio ativo DFC. A partir do produto comercial foi feita uma
solucdo estoque de 20 mg L' em DCM. Os solventes acetonitrila (ACN), acetona e diclorometano (DCM) de
grau analitico (Synth). Cloreto de sédio (Merck), sulfato de sddio anidro (Merck) ativado em estufa a 100°C
por 6 horas e armazenado em dessecador. Oxido de aluminio 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
determinacdo dos indices de retencdo foi utilizada solugdo padrao de n-alcanos, resultantes da mistura dos
padrées C8 a C20 e C21 e C40 (Sigma-Aldrich). O solo utilizado foi o argissolo vermelho-amarelo distréfico
(PVAd) fornecido pela Embrapa e o LET proveniente da estagao 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 aeragao.

Caracterizagao fisico-quimica do solo e LET

Foram avaliadas umidade por gravimetria, matéria organica por perda de volateis em forno de mufla
(550°C), pH por potenciometria (relacio amostra: dgua 1:5) e carbono organico em g kg! por combustdo

Uumida. Todas analises seguiram as metodologias utilizadas por Tedesco et al. (1995).

Otimiza¢ao do método cromatografico

Para otimizacdo das condi¢des cromatogréficas foi utilizada uma solu¢do de 500 mg L' de DFC em
DCM. As analises para identificacdo 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 gas de
arraste. Partindo-se das condigBes estabelecidas para fungicidas por Hladik et al. (2012), conforme Tabela 1,
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foram otimizados: os modos de injecao (split e splitless), modo de andlise do espectrometro de massas (scan
e SIM) e a programacao da temperatura do forno (Tabela 1). As condig¢des iniciais do CGEM foram: 1 uL do

extrato foi injetado em modo splitless (temperatura de injetor 275 °C). Com energia de ionizacdo do CGEM

de 70 eV.

Tabela 1: Programacdo de forno no CGEM conforme as condi¢Bes estabelecidas por Hladik et al. (2012).

Rampa (°C min1) Temperatura Tempo de permanéncia (min)
0 80 0,5

10 180 0

5 220 1

4 280 1

10 300 0

Para avaliar a influéncia da matriz na andlise cromatografica foi preparada uma amostra com 100 g
de uma mistura de solo e LET na proporc¢do 70/30% com fortificacdo de 20 mg kg™ do DFC. O método de
extracdo foi o método utilizado por Gongalves et al. (2004), que ndo aplica clean up ao extrato obtido. A
determinacdo da linearidade do método cromatografico otimizado foi realizada através da construcdo de
uma curva de calibragdo com solucdes de trabalho na faixa de 25 a 200 mg L com DCM, todas as solucdes
foram armazenadas sob refrigeracdo e protegidas contra a luz com folha de aluminio. O padrdo de 50 mg L
foi analisado cinco vezes para o estudo de precisdo que foi expresso através do desvio relativo em
porcentagem (RSD%). A exatid3do foi estudada através da aplicacdo da curva para calculo da concentragao da
solugdo de 50 mg L* a partir de sua area, sendo a diferenca entre o valor da solugdo e o valor encontrado a
partir da curva, expresso como erro relativo. O limite de detec¢do (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram
calculados com base da analise de brancos, considerando trés 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
(LANCAS, 2004).

Os compostos foram identificados por comparacao dos tempos de retencdo com a solugcdo de
trabalho e pela biblioteca NIST instalada no programa GCMSolutions versdo 2.5 (Shimatzu) do CGEM,
considerando similaridades superiores a 80%. Para confirmagao da identidade dos compostos na amostra foi
calculado (conforme Equacdo 1) o indice de retencdo (IR), utilizando padrao de n-alcanos conforme equacio

de Van den Dool et al. (1963).

tr(©)~ tr()
IR =100n+ 100 (————) Equacgdo 1:

tR(n+1) ~ tR(n)

Onde tr(n) e trin+1)sdo tempos de retencao dos n-alcanos de referéncia eluidos antes e imediatamente depois do
composto quimico ‘C’; tri) € 0 tempo de reten¢do do composto ‘C’ (VON MUHLEN, 2009).

Extragao e clean up

Para otimizar o método de pré-tratamento para detectar o DFC nas amostras, diferentes solventes
de extracdo foram investigados para melhorar a eficiéncia de extracdo. Para determinar o método mais
eficiente foram preparados dois vasos contendo 100 g da mistura de solo e LET na proporgdo 70/30% em
base seca (BS), sendo uma fortificada com DFC a 20 mg kg e a outra nd3o. Apds homogeneiza¢do dos
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substratos foram retiradas amostras para extra¢do e clean up em triplicata. O experimento sem dosagem
recebeu o mesmo tratamento para confirmagcdo de auséncia dos compostos encontrados no produto
comercial no solo com LET. Os métodos de extragdo usaram o fundamento da extracdo por solventes sob US,
gue é indicada para extrair componentes organicos volateis e semi-volateis de sélidos como solos, lodos e
residuos (EPA 3550C, 2000). Os métodos testados basearam-se no método adotado por Gongalves et al.
(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 liquida preparativa (CLP), com alumina
como fase estaciondria (SHALABI et al., 2017), e para o clean-up dos extratos obtidos dos métodos KDCM e
KACN foi usada a técnica da extracdo em fase sdlida, utilizando alumina como adsorvente, método utilizado

pelo préprio Kang et al. (2017).

Extracao

O método | seguiu a metodologia adotada por Gongalves et al. (2004) que consistiu na extra¢do 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 trés ciclos — apds 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
porcdo de sulfato de sédio anidro. O béquer com 15 ml do extrato foi evaporado em capela para posterior
clean up. O método Il seguiu a metodologia adotada por Kang et al. (2017) que consiste na extracdo de 10 g
da amostra em tubo de centrifuga com 10 ml do solvente em banho de US por 15 min. Apds a extracdo foi
adicionado 3 g de sulfato de sédio anidro e 2 g de cloreto de sddio a mistura e agitada em vdrtex por 3 min,
para posterior centrifugacao por 5 min, 3 ml do sobrenadante foram coletados, evaporados e submetidos

posteriormente para clean up.

Clean up

Para o clean up do extrato obtido no método | houve otimiza¢cdo de procedimento utilizando mini
coluna de cromatografia liquida preparativa (CLP) conforme Shalabi et al. (2017), com éxido de aluminio
(alumina) como fase estaciondria e acetona como fase mdvel. O extrato obtido na extracao por US foi diluido
em 1 ml de acetona, homogeneizado com 0,5 mg de alumina, evaporado, adicionado na CLP (recheada com
uma porc¢do de sulfato de sédio anidro no inicio da coluna, a fase estacionaria e outra porc¢do de sulfato de
sédio anidro no final da coluna). Foram coletadas trés fracdes de 5ml para determinar o volume de eluicdo
do DFC. Cada fracdo foi evaporada, reconstituida em 1 ml de DCM e analisado em CGEM.

Para o clean-up do extrato obtido no método Il foi usada a técnica da extragdo dispersiva em fase
sélida utilizando alumina como adsorvente. O extrato obtido foi diluido em 1 ml do solvente utilizado na

extracdo, homogeneizado com 0,05 g de alumina, agitado em vdrtex por 30 seg. e centrifugado por 5 min.
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Apds centrifugacdo o sobrenadante foi coletado, filtrado, avolumado em 1 ml e analisado em CGEM. Os dois
métodos utilizados sdo ilustrados na Figura 2.

Para avaliagdo dos métodos de extracdo e clean up foram utilizadas recuperag¢des considerando as
diferencas entre as concentracdes obtidas através de cada metodologia em relagdo ao valor tedrico esperado

(utilizando as curvas de calibracdo em funcdo do tratamento de cada método), e a precisdo foi avaliada

através do RSD em relagdo as triplicatas.
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Figura 2: Métodos de extragdo e clean up modificados.
Fonte: Kang et al. (2017), Gongalves et al. (2004) e Shalabi et al. (2017).

Experimento de degradagao

O experimento de degradacdo foi realizado em bancada com preparacdo de quatro vasos para
acompanhamento do perfil de degradacdo (Tabela 2). Um vaso contendo 500 g (BS) de solo, um vaso
contendo 500 g (BS) da mistura de solo com LET na proporgdo de 70/30%, respectivamente, um vaso
contendo 500 g (BS) da mistura de solo com LET na proporgdo de 70/30%, respectivamente, com adi¢do de

20 mg kg de pesticida e um vaso contendo 500 g do solo em BS com adi¢do de 20 mg kg™.
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Tabela 2: Experimentos de bancada.

Substratos Cddigo
Vaso com 500 g (BS) de solo. VSB
Vaso contendo 500 g (BS) da mistura de solo com LET na propor¢do de 70/30%, respectivamente. VSLB

Vaso contendo 500 g (BS) da mistura de solo com LET na proporgdo de 70/30%, respectivamente, com adigdo de 20 mg | VSLD
kg de pesticida.
Vaso contendo 500 g de solo em BS com adigdo de 20 mg kg VSD

Para determinar o perfil de degradacdo do pesticida no solo com adi¢do de LET foi seguido o método
experimental utilizado por Kang et al. (2017) que consiste na coleta de amostras aleatdrias a partir de 2 h
(considerada como a concentragdo inicial), 1,2,3,5,7,10, 14 e 21 dias apds a aplicacdo de pesticida. Todos
vasos foram cuidadosamente homogeneizados anteriormente a cada coleta e as amostras foram retiradas
(em triplicata) para extracao, clean up e analise em CGEM.

Com o método otimizado foram determinadas as concentracdes residuais de DFC nos extratos
obtidos das amostras coletadas de VSLD e VSD nos dias indicados do experimento. A partir destes dados foi
construida a curva de degradacdo relacionando a porcentagem de DFC remanescente, considerando no
tempo zero a concentracdo inicial de 20 mg.kg? correspondendo a 100%, por tempo em dias. Para
determinar se houve homogeneidade entre as variancias dos perfis de degradac¢do do VSLD e VSD foi feito

analise de variancia, através do software Statistica 7.1 (STATSOFT EUA).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagao do solo e do LET

A Tabela 3 apresenta a caracteriza¢do do solo e do LET, evidenciando que o LET apresenta um alto
teor de matéria organica (MO) e umidade, enquanto o solo apresenta baixa umidade e baixo teor de matéria
organica, que pode indicar que o solo utilizado (PVAd) tem fertilidade quimica predominantemente baixa.
Os resultados de umidade foram 66% para LET e 11% para solo. Em relagdo ao LET esse resultado foi inferior

aos obtidos por Ingelmo et al. (2012), que obteve 94,5% para o LET.

Tabela 3: Resultados da caracterizagdo do LET e do solo.

Umidade % MO % pH C mg kg?
LET 66,0 60 6,6 307,0
SOLO 11,0 4,3 4,5 25,3

O teor de 60% de MO do LET confere a este LET uma caracteristica desejavel para sua aplicagdo como
fonte de nutrientes para o solo agrario (BOHM et al., 2016). O pH do LET 6,6 conforme Tedesco (1995) esta
dentro da faixa desejada que é 5,5 - 7,0. Os teores de carbono obtidos para LET e solo foram 307,0 mg kg* e
25,3 mg kg?, respectivamente. O elevado teor de carbono no LET pode proporcionar elevada atividade

microbiana através da respiracdo quando adicionado a solos (MOREIRA et al., 2004).

Otimizacao do método cromatografico

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

para a soluc3o de 500 mg L't do produto comercial Score 250 EC nas condi¢des conforme Hladik et al. (2012).
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Foi observado que os cromatogramas revelaram que o produto comercial apresenta o DFC com duas formas
quirais com tempo de retengao de 64,923 e 65,111 min (identificados na tabela 2 e indicados na Figura 3 al
e b2). A presenca dos dois isémeros do DFC ja foi observados em estudos de Szpyrka et al. (2016). Também
foi possivel identificar a presenca outros compostos em grande quantidade, na sua maioria hidrocarbonetos

(indicados e identificados na Figura 3 b2 e na tabela 4, respectivamente) na faixa entre 7,907 e 8,080 min.

a) at}
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Figura 3: Cromatogramas obtidos dos compostos encontrados no produto comercial: a) Injegao splitless al) DFC em
modo splitless b) Injecdo Split b1) e b2).

Tabela 4: Compostos encontrados no produto comercial.

Pico | Composto quimico Tempo de retengdo (min) Area 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)* 10,62 4.84 134
Benzeno, etil-dimetil (isomero)*
8 10,71 5.06 134
9 Benzene, etil-dimetil (isomero)* 11,01 12.77 134
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

*N&o obtiveram confirmacdo do IR, por padrdo de n-alcanos por Van den Dool e Kratz.

Embora o modo splitless tenha apresentado areas maiores, o que implicaria em maior sensibilidade
e menores LD e LQ para o DFC, o modo split foi mais adequado para caracteriza¢cdo do produto comercial em
funcdo da elevada concentracdo dos hidrocarbonetos aromaticos que ficaram melhor resolvidos neste modo

na razao 1:20. A partir do estudo dos espectros de massa do DFC, apresentados na Figura 4, em modo scan
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foi possivel identificar os principais ions resultantes das quebras deste analito, desta forma foram
selecionados os ions de maior intensidade, m/z 265 e 323, para posteriores anélises em GCMS em modo SIM.

Buscando um menor tempo de andlise para identificar todos compostos o forno foi reprogramado
conforme Tabela 5. Com esta programacao 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 interferéncia da matriz), foi observado que alguns compostos poderiam ser detectados apds o

tempo proposto pela corrida cromatografica. Em fungdo disto o tempo final foi prolongado por mais 20 min.
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Figura 4: Comparacdo dos espectros de massa para o DFC com o espectro da biblioteca NIST.

Tabela 5: Reprogramacgao do forno.

Rampa (°C min1) Temperatura final (°C) Tempo de permanéncia (min)
0 80 0

10 120 0

3 220 5

10 290 20

Visando o aumento da sensibilidade aliada com clean up eletronico as analises cromatograficas dos
extratos foram conduzidas com injecdes splitless de 1 uL. em modo SIM utilizando os ions m/z 265 e 323. Este
método se comportou de forma linear, considerando como sinal analitico a soma das areas dos dois isdbmeros
em relacdo a concentracdo, com um coeficiente de correlacdo linear (R?) de 0,999. O método foi considerado
preciso com RSD de 4,2% e exato com erro relativo de 2,5%. O LD e LQ foram de 0,01 mg L* e 0,03 mg L,

respectivamente, revelando valores aceitaveis em conformidade com Zhao et al. (2019).

Extragao e clean up

Observando os dados da Tabela 6 o método KDCM apresentou a melhor recuperagao (79,8 + 3,1%),
com precisado aceitavel segundo Zhao et al. (2019). Considerando as recuperac¢ées de 100% e os LD e LQ do
método cromatografico, os LDs e LQs em relacdo a amostra, seguindo esta metodologia, estariam na faixa
de 0,001 e 0,003 mg kg (ZHAO et al., 2019). E além disto, o tempo envolvido nos métodos GDCM e GACN é

maior que nos métodos KDCM e KACN.

Tabela 6: Recuperagao, RSD e tempo médio dos métodos analisados.

Método de Extragdo Recuperagdo (%) 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 0,0 30

Os métodos de extracgdo GDCM e GACN (com volume de elui¢do na CLP definido nos primeiros 5 ml
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de acetona), apresentaram menores recuperagdes de DFC. Também podemos observar na figura 5a que o
processo de clean up nao se apresentou efetivo nestes métodos, inclusive na determinagdo do DFC (Figura
5b), resultando em muitos compostos no extrato que poderiam danificar ou sobrecarregar a coluna
cromatografica e, além disto, as quantidades de solvente envolvidas nestes métodos os tornam menos
econdmicos e mais agressivos ao meio ambiente e aos analistas. A Figura 5¢c compara os cromatogramas dos
extratos obtidos por KDCM e KACN em modo SIM, onde se percebe a eliminacdao dos compostos interferentes
através do clean up eletrénico proporcionado por esse modo, além de confirmar a melhor recuperacdo

descrita pela Tabela 6.

a) e

SCAN

GDCM
KDCM N

b)

sim

] KACN

"] koem

15475 5500 5525

Figura 5: Cromatogramas em modo SIM e scan. a) Comparagdo entre métodos GDCM e KDCM em modo scan. b) DFC
em evidéncia nos métodos em modo scan. c) Comparagdo entre os cromatogramas dos extratos obtidos por KDCM e
KACN em modo SIM.

Experimento de degradagao

A tabela 7 e a Figura 6 apresentam os resultados de DFC residual nas amostras retiradas nos dias
propostos do estudo de degradacdao. Podemos observar que em ambos os tratamentos houve uma grande
qgueda, de 79,5% para o VSLD e 89,9% para o VSD revelando que o substrato VSD apresentou maior redugao
nas primeiras 24 horas. Este comportamento sugere que a maior porcentagem de MO e umidade reduzem a
dissipacdo do pesticida. A MO favorece uma interagcdao mais forte com compostos de baixa polaridade com o
solo em funcdo de sua polaridade, por outro lado o alto teor de umidade do LET estd relacionado com uma
baixa granulometria do LET, o que pode justificar uma menor aera¢do que pode dificultar a dissipa¢do do
DFC para atmosfera (SANCHES FILHO et al., 2018). No segundo dia e no terceiro dia este comportamento se
inverte, revelando valor maior da concentrac¢do de pesticida no vaso contendo substrato com solo, que pode
evidenciar que a presenca do LET favoreceu a degradacao. A partir do sexto dia o DFC residual se estabilizou

nos dois substratos até o vigésimo primeiro dia.

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 Kg1) Residual DFC VSD (mg Kg1)

0 23,7+1,0% 3 23,4+0,4% 3~

1 4,9 +6,4%bY 2,7 £19,4% bx

2 1,0+6,1% 1,5+ 18,5% v

3 0,8 +10,1% * 1,7 £9,1% bey
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6 0,8 +5,7% dx 0,6 +17,8% dex
8 0,8 £12,3% «x 0,6 +20,5% dex
10 0,4+7,3% 9 0,7 +10,0% dex
14 0,4+7,9% 9 0,5+ 8,1% dex
21 0,3 £5,5% 9% 0,3 +20,0% ©*

Médias com letras idénticas na coluna (a, b, c, d, e) ou na linha (x, y) ndo diferiram entre si pelo método de Tuckey (p
<0,5).
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Figura 6: Grafico 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).

CONCLUSOES

O método de extracdo, clean up e determinagdo por CGEM otimizado neste estudo, reuniu extracdo
com DCM sob US e clean up com a técnica de extracdo dispersiva utilizando alumina como fase sélida. O
método cromatografico foi definido em modo SIM (m/z 265 e 323) e injecdo splitless. A metodologia como
um todo apresentou precisdo e recuperagdo aceitaveis, LD e LQ compativeis com outras metodologias para
guantificacdao de DFC e adequados para acompanhamento do estudo de degradacao do analito.

O estudo de degradacgao do DFC concluiu que houve variagdo significativa (p <0,5) entre o substrato
com solo e o substrato contendo solo e LET durante os trés primeiros dias. Embora no primeiro dia o
substrato contendo apenas solo apresentou queda maior da concentracdo do pesticida, nos dois dias
seguintes o comportamento se inverteu evidenciando favorecimento do LET na queda de concentragdo do
pesticida no substrato. A partir do sexto dia a concentracdo de DFC se estabilizou em ambos vasos,

evidenciando maior variancia na concentra¢do no substrato com apenas solo até o vigésimo primeiro dia.
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