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RESUMO

As tintas anti-incrustantes sao utilizadas ha décadas com a finalidade de
minimizar os efeitos causados por organismos marinhos aos cascos de
embarcacdes. A crescente dependéncia dos paises em funcéo de exportacdes
e importagOes realizadas por via maritima tem estimulado diversos estudos
nesta &rea. Aspectos ecologicos e econdmicos indicam que o estudo
aprofundado de tintas anti-incrustantes, por se tratar de um campo
multidisciplinar e vital do ponto de vista ambiental, merece grande atencéo.
Sendo assim, este trabalho compila dados de 16 biocidas que podem estar
presentes em tintas anti-incrustantes de terceira geracao, sendo validado um
método capaz de determinar simultaneamente cinco dos principais biocidas
(DCOIT, irgarol, TCMTB, diclofluanida e clorotalonil) utilizados em formulaces
de tintas anti-incrustantes de terceira geragdo. Para tanto, utilizou-se a técnica
de extracdo em fase sélida (EFS) e determinacdo por cromatografia de fase
gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-EM). Para a EFS utilizou-se
colunas HLB Oasis de 60 mg e eluicdo com 4 mL de acetato de etila. ApGs a
otimizacdo dos parametros de extracdo e separacdo dos compostos, 0 método
foi validado avaliando-se curva analitica, linearidade, limites de deteccédo e
quantificacdo, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo
(ensaios de recuperacdo) e efeito de matriz. Todas as curvas analiticas
preparadas no extrato da matriz apresentaram r > 0,998. Os limites de
quantificacdo para o método, considerando-se a etapa de pré-concentracdo de
200 vezes, foram de 0,05 ng mL™ para quatro dos biocidas determinados,
exceto para o TCMTB que foi de 0,125 ng mL™. Os % de recuperacéo
estiveram entre 99,9 e 117,6 % para exatiddo com % CV variando entre 0,1 e
10,3 %. Para precisao intermediaria, os % CV variaram entre 1,9 e 8,2 %.
Efeito matriz de médio a alto foi observado para trés dos biocidas. O método
validado foi aplicado para avaliar a presenca destes cinco biocidas em
formulacbes de quatro das principais tintas anti-incrustantes de terceira
geracao utilizadas na regido portuaria de Rio Grande/RS. Para isto, utilizou-se
um método de lixiviagdo dos compostos presentes tintas para uma matriz
aguosa, sendo que dois destes biocidas foi encontrado em concentracdes
acima do LQn,. O método demonstrou-se adequado para os objetivos propostos
neste trabalho e todos os parametros de validacdo obtidos estdo dentro dos
limites sugeridos para validacdo de métodos cromatograficos.

Palavras-chave: Metodologia analitica; Tintas anti-incrustantes; Biocidas.
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ABSTRACT

Antifouling paints are needed to minimize the effects caused by marine
organisms on boat and ship hulls. The increasing in marine traffic has
stimulated several studies in this area. Thus, ecological and economic aspects
indicate that studies about antifouling paints environmental interactions deserve
more attention. Therefore, this work presented an overview on 16 booster
biocides that might be present in third generation antifouling paints, and
validated a method to simultaneously determine five of these booster biocides
(DCOIT, irgarol, TCMTB, dichlofluanid and chlorothalonil) used in third
generation antifouling paints. Solid phase extraction (SPE) technique and gas-
phase chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) were used. The
SPE used Oasis HLB columns with 60 mg, which were eluted with 4 mL of ethyl
acetate. After optimization, the method was validated by evaluating the
analytical curve, linearity, limits of detection and quantification, precision
(repeatability and intermediate precision), accuracy (recovery test) and matrix
effect. Analytical curves prepared in the matrix extract presented r > 0.998. The
limits of quantification for the method, considering a pre-concentration step of
200-fold, were 0,05 ng mL™ for all biocides, but TCMTB (0.125 ng mL™).
Recoveries varied between 99.9 and 117.6 % and the accuracy (% RSD)
ranged between 0.1 % and 10.3 %. RSD values for precision, in terms of
repeatability, ranged between 1.9 % and 8.2 %. A medium to high matrix effect
was found for 3 of those biocides. The validated method was applied to
evaluate the presence of these five biocides in four of the main antifouling
paints currently used at Rio Grande harbor area. A method of leaching of these
biocides to the water phase was used. As a result, two of these biocides were
found in concentrations above the LOQ. Thus, the method proved to be
adequate to achieve the present objectives and all the validation parameters
were within the limits suggested for the validation of chromatographic methods.

Keywords: antifouling paints, booster biocides, multi-residue
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1 INTRODUCAO

Dentre os diversos grupos de contaminantes organicos potencialmente
danosos a ecossistemas aquéticos, despontaram nos ultimos anos o0s
compostos utilizados como biocidas de tintas anti-incrustantes. Essas tintas
sao aplicadas como sistemas de protecdo de superficies expostas a agua, com
a finalidade de combater a formagdo e o estabelecimento de comunidades
bioincrustantes (“fouling”). Usualmente, tintas anti-incrustantes sdo aplicadas
aos cascos de embarcacdes comerciais e de passeio, plataformas petroliferas,
tubulacbes submarinas, comportas de represas, tanques destinados a
aguicultura, dentre outras estruturas submersas (Yebra et al., 2004). Dentre as
aplicagcbes mencionadas para as referidas tintas, a utlizagdo como
revestimento protetor em embarcacfes tem sido apontada por muitos autores
como a mais impactante para o ambiente devido ao seu carater altamente
difundido em zonas costeiras (Almeida et al., 2007).

Segundo Kotrikla (, 2009) o emprego de sistemas anti-incrustantes em
embarcacdes € justificado pelos seguintes motivos: (a) o aumento da friccdo
entre 0 casco e a agua, demandando uma maior poténcia dos motores e,
consequentemente, gerando um aumento no consumo de combustivel; (b)
aumento da freqiéncia de docagens, gerando um incremento de custos e de
residuos gerados; (c) aumento das taxas de corrosdao e (d) introducdo nédo
intencional de espécies exdéticas em ambientes aquaticos.

As tintas anti-incrustantes sdo atualmente categorizadas em trés
classes: as de primeira geracédo, a qual inclui principalmente compostos a base
de cobre; segunda geracdo baseada em compostos organoestanicos
(tributilestanho - TBT e trifenilestanho - TPT); e a terceira geracédo, que inclui as
tintas anti-incrustantes livres de organoestanicos, que estdo sendo aplicadas
atualmente no mundo inteiro (Fernandez & Pinheiro, 2007).

O o6xido cuproso passou a ser utilizado como biocida incorporado em
tintas anti-incrustantes a partir da metade do século XIX. No entanto, as tintas a
base de cobre se tornavam ineficientes em menos de um ano e, portanto,
biocidas mais efetivos foram necessarios (Champ, 2000). O uso de compostos

organoestanicos como biocidas surgiu de um estudo sistematico sobre a agéo



desses compostos em fungos e bactérias, organismos marinhos, vermes
parasitas, caramujos aquaticos e insetos. Tal estudo foi conduzido pelo
Conselho Internacional de Pesquisas sobre Tintas por volta de 1950, no
Instituto de Quimica Orgéanica de Utrecht (Godoi et al., 2003).

As tintas de segunda geracao, que apresentavam eficiéncia elevada (em
torno de cinco anos de protecao), foram banidas pela IMO (International Marine
Organization) no inicio de 2008 devido a acdo danosa sobre a biota marinha. O
impacto ambiental causado pela utilizagcdo destes compostos surgiu no inicio
dos anos 80, quando se observou os efeitos deletérios desses compostos
sobre organismos “ndo alvo” (Alzieu, 2000). Dessa forma, verificaram-se efeitos
nocivos sobre a reproducdo e o crescimento de varios organismos de vida
marinha (animais e plantas) (Castro et al., 2007). Desde ent&o, os biocidas
contidos em tintas anti-incrustantes de segunda geracdo estdo sendo
gradativamente substituidos.

Atualmente, cerca de dezesseis biocidas diferentes foram homologados
pela Organizacdo Maritima Internacional (IMO) para utilizacdo em tintas anti-
incrustantes: Diuron, Irgarol, DCOIT, Clorotalonil, Diclofluanida, Tiram, TCMTB
(Busan), Densil, TPBP, Cobre piritiona, Zinco piritiona, Ziram, Maneb, Oxido
cuproso, Tiocianato cuproso e Naftenato cuprico (Fernandez & Pinheiro, 2007).
No caso particular do 6xido cuproso, passou a ser incorporado novamente nas
tintas anti-incrustantes de terceira geracdo. Entretanto, devido a sua baixa
eficiéncia, € usado concomitantemente com outros biocidas. Embora a busca
por sistemas anti-incrustantes eficientes seja necesséria, varios estudos tém
alertado para os riscos relacionados ao emprego destes compostos, uma vez
gque o comportamento no ambiente aquatico e possiveis efeitos sobre as
comunidades biologicas sdo pouco conhecidos (Thomas et al., 2004).

Embora os biocidas presentes em tintas anti-incrustantes de terceira
geracdo estejam sendo utilizados desde a década de 1980 em paises
desenvolvidos, ndo ha dados sobre sua utilizagdo ou mesmo seus niveis de
contaminacdo ambiental na América do Sul. Sendo assim, a verificacdo da
presenca desses compostos em matrizes ambientais é extremamente
necessaria, visto que alguns ja estédo inclusive sendo regulamentados em
paises europeus e no Japao (Fernandez & Pinheiro, 2007). Porém, um dos

grandes problemas relacionados ao monitoramento ambiental de biocidas



oriundos de tintas anti-incrustantes € a caréncia de métodos analiticos que
possibilitem a detecgdo simultanea de varios destes biocidas. Uma vez que as
regibes costeiras e portuarias recebem simultaneamente embarcacdes
oriundas de diferentes regides do planeta, as quais podem estar utilizando
tintas anti-incrustantes com distintas composicdes, € de grande importancia a
aplicacdo de técnicas que possibilitem a deteccdo simultdnea dos possiveis
contaminantes presentes.

Concomitantemente ao desenvolvimento desses métodos, é
fundamental que sejam identificadas as areas mais suscetiveis a contaminacao
e viabilizados estudos de monitoramento das areas mais passiveis a impacto
(ex.: importante atividade de navegacao e circulagdo restrita). Esta questao é
especialmente delicada em se tratando de regides como a América do Sul, em
razdo da quase inexisténcia de estudos dessa natureza.

Sendo assim, para o desenvolvimento do presente estudo, 0s cinco
biocidas utilizados em tintas anti-incrustantes de terceira geracdo mais
frequentemente detectados em amostras ambientais (Ilrgarol, DCOIT,
Clorotalonil, Diclofluanida e TCMTB) foram selecionados, com base na
literatura especializada. Além disso, a fim de selecionar compostos passiveis
de serem identificados e quantificados por técnicas de cromatografia de fase
gasosa foram também consideradas as propriedades fisico-quimicas desses
biocidas. Considerando que as tintas anti-incrustantes comercializadas no
Brasil ndo indicam no rétulo os biocidas utilizados nas suas formulagdes, néo é
possivel prever quais compostos estdo sendo liberados por esses produtos e
possivelmente serdo encontrados no ambiente aquatico. Além disso, 0os portos
recebem regularmente embarcacfes oriundas de outros paises, que tdo pouco
explicitam os compostos biocidas presentes nas suas tintas anti-incrustantes.
Desta forma, no intuito de identificar os biocidas presentes, as tintas mais
utilizadas no polo naval de Rio Grande/RS (Super Marine AF IONEX MB e AF
870, fabricadas pela Renner®, e Micron e Tritédo, fabricadas pela International®)
foram analisadas.

O meétodo que foi validado para determinacdo dos cinco biocidas em
agua inclui a extracdo em fase solida (EFS) e cromatografia de fase gasosa
com deteccdo por espectrometria de massas (CG-EM). A EFS €& um

procedimento amplamente utilizado em andlises multiresiduos de biocidas em



amostras ambientais, visto que se refere a um método de extracdo que
possibilita uma reducdo no tempo de andlise e permite que varias amostras
sejam processadas concomitantemente. Além dessa vantagem, a EFS
apresenta ainda, relativamente, um baixo consumo de solventes e um baixo
custo operacional. A CG-EM foi escolhida devido a suas inUmeras aplicacdes
em determinacdo destes cinco biocidas descritas na literatura, pois apresenta
alta precisao qualitativa e quantitativa, bem como alta sensibilidade.

Para o processo de validacdo do método, utilizou-se solucbes padrao
preparadas em acetato de etila, as quais foram utilizadas para fortificacdo em
agua ultrapura e submetidas ao processo analitico, para simular a matriz. J&
para a determinacdo dos biocidas presentes nas tintas, realizou-se um
experimento ao qual foi adaptado e baseado em dois métodos padronizados
que determinam a taxa de liberacdo dos biocidas em tintas anti-incrustantes
(Harino et al., 2008a), onde, placas metalicas galvanizadas de 25 cm? foram
pintadas separadamente, ambas as faces, com as tintas Micron Premium
International®, Tritdo International®, Supermarine AF IONEX MB Renner®, AF
870 Renner®, seguindo os critérios recomendados pelos fabricantes. Apés
completa secagem da pintura, as placas foram fixadas por fios inertes de nailon
e submersas em agua ultrapura por um periodo de 10 dias sob agitacdo ao
abrigo da luz. Apds este periodo as amostras foram processadas e analisadas

de acordo com o método validado.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Otimizar e validar um método analitico para determinacdo simultanea de
cinco biocidas organicos presentes em tintas anti-incrustantes de terceira

geracdo comumente utilizadas no Brasil.

2.2 Especificos

- ldentificar as principais tintas anti-incrustantes utilizadas na regiao
portuaria da cidade de Rio Grande/RS, Brasil;

- Otimizar e validar um procedimento de preparo de amostra em matriz
aguosa utilizando uma técnica de extracdo em fase solida;

- Otimizar e validar um método analitico para a andlise de cinco biocidas
organicos presentes em tintas anti-incrustantes de terceira geracdo com base
na cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM), avaliando para tanto as principais figuras de mérito (limites de deteccéo e
de quantificacdo, curva analitica, linearidade, precisdo, exatiddo e efeito de
matriz);

- Avaliar os biocidas organicos presentes nas principais tintas anti-
incrustantes de terceira geracao utilizadas pelo po6lo naval da cidade de Rio

Grande (RS - Brasil) com base na sua liberacdo para uma matriz aguosa.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Previamente ao desenvolvimento do presente estudo, foi realizada uma
revisdo bibliografica sobre as propriedades quimicas, comportamento
ambiental, ocorréncia ambiental, toxicologia e técnicas de analise relacionadas
aos 16 biocidas utilizados em tintas anti-incrustantes de terceira geracao. Este
artigo, intitulado, Tintas anti-incrustantes de terceira geracao: novos biocidas no
ambiente aquatico, encontra-se publicado no periédico Quimica Nova (Castro
et al., 2011).

Conforme mencionado, 16 diferentes compostos foram homologados
pela Organizacdo Maritima Internacional (IMO) para utilizacdo em tintas anti-
incrustantes de terceira geracdo para embarcacgdes (Tabela 1) (IMO, 2005).
Estes biocidas pertencem a diferentes grupos quimicos e, em alguns casos,
podem ser utilizados concomitantemente (até 4 deles) em uma mesma
formulacdo comercial (Okamura & Mieno, 2006).

Na maioria das tintas anti-incrustantes disponiveis no mercado mundial,
esses compostos sdo quimicamente associados a uma matriz acrilica soltvel e
atuam como biocidas ou potencializadores do efeito biocida gerado pelos
metais presentes na formulagdo da tinta (Almeida et al., 2007). Esse tipo de
associacdo promove taxas de liberacdo constantes dos biocidas ao longo do
tempo, elevando assim a durabilidade dos revestimentos (Almeida et al., 2007).

Em razdo da crescente utilizacdo destes biocidas em tintas anti-
incrustantes de terceira geracdo, comecaram a ser publicados estudos
relacionando a sua ocorréncia ambiental a areas com intenso trafego de
embarcacoes (Mukherjee et al., 2009; Albanis et al., 2002). Entretanto, a maior
parte destes estudos tem sido realizada em areas portuarias e marinas da
Europa, (Gatidou et al., 2007) Estados Unidos da América (Thomas &
Langford, 2009b) e Japédo (Harino et al.,, 2009) existindo, até o momento,
somente dois estudos do género para a Ameérica do Sul sobre Irgarol e Diuron
(Demoliner et al., 2010; Azevedo et al., 2004).



Tabela 1: Grupo de 16 biocidas homologados pela IMO para utilizagdo em

tintas anti-incrustantes

Biocida

(Nome quimico / CAS) Estrutura

Biocida
(Nome quimico / CAS)

Estrutura

Irgarol 1051

(2-metiltio-4-terc- _<N=<
butilamino-6- "\
ciclopropilamino-s- <( NA/{
triazina) HN+

N° CAS 28159-98-0

Trifenilborano Piridina /
TPBP

N° CAS 971-66-4

Diuron

(3-(3,4-Diclorofenil)-1,1-
dimetilurea)

: : ~
cl u/Kﬂ

N° CAS 330-54-1

Cobre Piritiona / CuPT

(Cobre-bis-( 2-piridinatiol-

1-6xido))N° CAS 14915-
37-8

/ N/

/
/
-

DCOIT

(4,5-Dicloro-2-n-octil-4-
isotiazolin-3-ona)

N° CAS 64359-81-5

/\/ﬁ \)i’

Zinco Piritiona / ZnPT

(Zinco-bis-(2-piridinatiol-
1-6xido))

N° CAS 13463-41-7

: 4 :
Clorotalonil Ziram l . . <
(2,4,5,6 —_ . (Zinco-bis-(dimetil -~ T 20
Tetracloroisoftalonitrila) o ditiocarbamato)) s PN
N° CAS 1897-45-6 VAN N° CAS 137-30-4
. Cl
Diclofluanida >< Maneb .
(N,N-Dimetil-N’-fenil-N'- A [etileno-bis- s )k .
(diclorofluorometiltio)sulf '\ (ditiocarbamato) T NN
amida) ~ A\ \© manganés]polimérico s '
N° CAS 1085-98-9 | e N° CAS 12427-38-2
_ ~.
Tiram | i ) 0
(Tetrametiltiuram A Sa /}\ Oxido Cuproso VRN
disulfida) T : ® CAS 1317-39-1 Cu Cu
N° CAS 137-26-8 s
TCMTB / Busan cut
(2-(t|0c_|anometllt|o) —_ S/\S%\ Tiocianato cuproso
benzotiazol) Y N° CAS 1111-67-7 —_—
N° CAS 21564-17-0 S ——N

TCMS Piridina / Densil

((2,3,3,6-tetracloro-4- 4 [
metilsulfonil) piridina) /1

cl cl

N° CAS 13108-52-6

Naftenato cuprico

N° CAS 1338-02-9




3.1 BIOCIDAS NAO METALICOS

Este grupo envolve compostos organicos com diferentes funcdes
guimicas, entre eles, benzotiazbis, compostos clorados, nitrogenados, triazinas,

entre outros (Fernandez & Pinheiro, 2007).

3.1.1 Irgarol 1051

O Irgarol 1051 (2-metiltio-4-terc-butilamino-6-ciclopropilamino-s-triazina)
€ um composto pertencente ao grupo das triazinas que apresenta solubilidade
moderada em &gua (7 mg L ™), coeficiente de particdo octanol/agua (log Kow) de
3,95 e baixa taxa de degradacédo nessa matriz (Tabela 2).

Estudos demonstraram que esse composto permanece intacto por
periodos de até 36 dias em amostras de agua e que particionam
preferencialmente nos sedimentos (Okamura & Sugiyama, 2004). Apds esse
periodo, o Irgarol 1051 pode ser hidrolisado em diferentes metabdlitos: M1 (2-
metiltio-4-terc-butilamino-6-amino-s-triazina), M2 (2-amino-propanal-4-terc-
butilamino-6-metiltio-s-triazina) e M3 (2,4(diamino-di-terc-butil)-6-metiltio-s-
triazina). Apesar do M1 ser o metabdlito preferencialmente formado, as suas
concentracfes ambientais (ex.: marinas) sdo normalmente mais baixas do que
as encontradas para o Irgarol (Okamura et al., 2000). Isso sugere que a taxa de
transformacao de Irgarol a M1 é relativamente lenta e/ou que a taxa de
degradacdo deste metabdlito € maior do que a de sua formacéo (Thomas et al.,
2002). Em sedimentos, a degradacéo do Irgarol € lenta mesmo sob condi¢cbes
aerdbias, com tempos de meia vida de 100 e 200 dias para os sedimentos
marinhos e de agua doce, respectivamente. Essas taxas sado
consideravelmente mais lentas em condi¢cfes anaerobias (Lam et al., 2006).

O Irgarol é o biocida utilizado em tintas anti-incrustantes mais
frequentemente detectado no mundo, tendo sido primeiramente reportado
como contaminante aquatico em 1993 na Cote d’Azur (Franca). (Readman,
2006) Estudos em aguas costeiras e continentais indicam uma ocorréncia
bastante difundida nesses ambientes. (Voulvoulis, 2006) Estudos realizados

nos Estados Unidos, Europa e Asia tém demonstrado elevadas concentracées



desse composto em amostras de 4gua, com valores de até 1.300 ng L™ nas
llhas Virgens, 1.700 ng L™ na Cote d’Azur na Franca e 4.200 ng L™ em
Singapura. (Harino & Langston, 2009; Thomas & Langford, 2009a; Basheer et
al., 2002) Também tem sido reportada a ocorréncia ambiental do metabdlito M1
com concentracdes variando entre 1 e 4.000 ng L' em amostras de agua
oriundas de marinas da Asia, Europa e Estados Unidos (Gardinali et al., 2004;
Ferrer & Barcelo, 2001; Martinez et al., 2000).

Tabela 2: Principais propriedades fisico-quimicas dos 16 biocidas usados em

tintas anti-incrustantes de terceira geragao.

Biocida log Kow S.A. (Mg L'l) M.M. P.V.(Pa) P.E.(°C)
Irgarol 1051 3,95 7 253,4 1,5x10° 428,0
Diuron 2,85 36,4 233,1 4,1x10™ 385,2
DCOIT 2,85 0,0065 213,3 4,0x10™ 322,6
Clorotalonil 2,64 0,6 265,9 1,3x10° 350,5
Diclofluanida 3,70 0,006 3332 1,3x10™ 336,8
Tiram 1,70 30,0 240,4 NE 307,4
TCMTB 3,30 45,0 238,4 1,0 NA
TCMS Piridina NE 0,025 294,9 NE 451,1
Trifenilborano Piridina  NE 1,0 321,2 1,3x10™ 348,0
Cobre Piritiona 0,97 <1 315,9 NE 253,8
Zinco Piritiona 0,97 6,0 317,7 1,33x10™ 262,0
Ziram 1,23 17,0 305,8 NE 248,0
Maneb NE 6,0 265,3 NE 308,2
Oxido Cuproso NE NE 145,1 NE 1800,0
Tiocianato de Cobre NE NE 179,7 NE 146,0
Naftenato de Cobre NE NE 405,9 NE 250,0

Dados obtidos de Voulvoulis et al. (, 2006); Sakkas, (, 2006); Lambropoulou et al.(, 2004); Van
Wezel & Vlaardingen (, 2004); Thomas & e Harino (, 2004); NE: dados ndo encontrados na
literatura; NA: ndo aplicavel, visto que esse composto se decompde abaixo do ponto de
ebulicdo. (S.A., solubilidade em &gua; M.M., massa molar; P.V., Pressdo de vapor; P.E., Ponto
de ebuli¢éo).

A ocorréncia de Irgarol 1051 em amostras de agua do mar tem sido
globalmente relacionada a areas onde se observa fluxo de embarcagées,
sobretudo em marinas e portos pesqueiros. Zonas exclusivamente portuarias
(onde trafegam embarcacdes de grande porte) tém apresentado concentracdes
proporcionalmente mais baixas quando comparadas a essas areas (Gough et
al., 1994). Adicionalmente, os niveis de Irgarol variam sazonalmente conforme

as atividades nauticas na Europa, evidenciando a ampla utilizacdo deste
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composto em tintas anti-incrustantes aplicadas a embarcacdes de pequeno
porte (Bowman et al., 2003). No Brasil, determinacdes realizadas em amostras
de agua dos Rio Paraiba do Sul (Azevedo et al., 2004) e do canal do Sé&o
Gongalo Demoliner et al, (, 2010) revelaram niveis extremamente baixos,
porém detectaveis, de Irgarol. Em ambas as areas, foi observada a presenca
de tréfego de embarcacdes.

Alguns estudos conduzidos com amostras de sedimentos obtidas em
portos e marinas encontraram valores de Irgarol de até 113 ng g* na baia de
Otsuchi (Jap&o) (Gatidou et al., 2007), 220 ng g* no mar Baltico e 1.011 ng g*
no estuario Blackwater (Reino Unido) (Thomas & Langford, 2009b; Harino et
al., 2007a). No Brasil, niveis de concentracdo variando entre 0,2 ng L™ e 5,8 ng
g’ foram detectados em amostras de 4gua e sedimentos obtidos em uma zona
portuaria localizada o estuario da Lagoa dos Patos no Rio Grande do Sul
(Dominguez, 2010).

O Irgarol 1051 é um potente inibidor da atividade fotossintética, atuando
principalmente sobre o fotossistema Il. Esse composto promove a inibicdo da
fixacdo de carbono, provocando uma reducdo na producéo de carboidratos por
seres autotroficos (Hall et al., 1999). Desta forma, seu efeito € mais
pronunciado em organismos fitoplancténicos (Sakkas et al., 2002). Esse fato
tem sido confirmado por testes de toxicidade, onde foi verificado, por exemplo,
uma CEsp 120 h de 0,43 pg L™ para a diatomécea Skeletonema costatum e de
0,56 pg L™ para a cloroficea Dunaliella tertiolecta. JA para espécies de peixe,
como Menidia beryllina e Cyprinodon variegatus, os valores de CLso (96 h)
foram de 1.580 pg L™ e 3.500 pg L™ (Tabela 3) respectivamente.

Adicionalmente testes ecotoxicoldgicos realizados no Brasil com as
espécies de crustaceos Acartia tonsa (48 h), Mysidopsis juniae (96 h) e
Kalliapseudes schubartii (96 h) resultaram em valores de CLsg de 714, 310 e
5.600 pg L™, respectivamente. (Perina, 2009) A determinacéo de Irgarol 1051
em niveis traco tem sido realizada por diferentes métodos analiticos. Este
analito é normalmente extraido de matrizes aquosas por métodos que
empregam a extragdo em fase solida (EFS) ou extragdo liquido-liquido (ELL).
Para matrizes solidas, como o sedimento, os métodos de extracdo mais
aplicados utilizam Soxhlet ou sonificagcdo (Albanis et al.,, 2002). Ja a

quantificacdo pode ser feita por cromatografia de fase gasosa com detector de
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espectrometria de massas (CG-EM), cromatografia de fase liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) ou cromatografia
liguida com detector de espectrometria de massas (CLAE-EM). Entretanto, a
separacao do Irgarol dos seus metabdlitos apresenta uma melhor resolucéo
por cromatografia liquida com ionizacdo quimica a pressao atmosférica (CLAE-
IQPA-EM) (Hernando et al., 2006).

3.1.2 Diuron

O Diuron (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea) é um herbicida do grupo
das feniluréias que vem sendo utilizado na agricultura desde 1950 (Yebra et al.,
2004) sendo empregado em tintas anti-incrustantes a partir da década de 1980.
(Ferrer et al., 1997) E um composto nao iénico, com moderada solubilidade em
agua (36,4 mg L) e coeficiente de particdo octanol/agua (log Ko) de 2,85
(Tabela 2).

Esse composto é estavel a oxidacdo e atua como inibidor da
fotossintese em diversas espécies. (Harino & Langston, 2009) Sua taxa de
hidrolise € insignificante em um pH neutro, mas aumenta sob circunstancias
fortemente &cidas ou alcalinas. Estudos experimentais demonstram que sua
meia vida em ambiente aquético encontra-se entre 14 e 27 dias (Thomas &
Langford, 2009b).
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Tabela 3: Toxicidade de biocidas utilizados em tintas anti-incrustantes de

terceira geracao sobre diversos grupos de organismos.

Biocida Grupo Espécie Efeito Concentracéo
(tempo) (ug L)
Irgarol 1051 Alga Skeletonema costatum CEs (120h) 0,43
Dunaliella tertiolecta CEsp (120h) 0,56
Peixe Menidia beryllina CLs (96h) 1.580
Cyprinodon variegatus CLs (96h) 3.500
Crustaceo Acartia tonsa CLs (48h) 714
Mysidopsis juniae CLs (96h) 310
Kalliapseudes schubartii CLso (96h) 5600
Diuron Alga Chaetoceros gracilis CEso (72h) 36,0
Dunaliella tertiolecta CEso (96h) 0,7
Crustaceo Artemia salina CEsp (24h) 3.011
Acartia tonsa CLso (48h) 1.486
Mysidopsis juniae CLs (96h) 589
Kalliapseudes schubartii CLs (96h) 7.560
Ourico Paracentrotus lividus CEsp (48h) 2.390
Lytechinus variegatus CEs (24h) 3.335
DCOIT Alga Skeletonema costatum CLs (96h) 13,9
Peixe Cyprinodon variegatus CLs (96h) 20,5
Clorotalonil Alga Dunaliella tertiolecta CEsp (96h) 64,0
Peixe Pimephales promelas CLs (96h) 22,6
Bactéria Vibrio fisheri CEso (15min) 15,7

Selenastrum

Alga capricornotum CEso (72h) 21
Diclofluanida Crustaceo Daphnia magna CEs, (48h) 1.330
Molusco Mytulis edulis CEs (48h) 81
Ourico Paracentrotus lividus CEs (48h) 627
Nematddeo Ciona intestinalis CEsg (24h) 283
Tiram Alga Chlorella pyrenoidosa CEs, (96h) 1.000
Crustaceo Daphnia magna CLs (48h) 210
Peixe Oncorhyncus mykiss CEs (60dias) 0,64
TCMTB Bactéria Vibrio fisheri CEsp (15min) 58,0
Alga Selenastrum CEsp (30h) 7,8
capricornotum
Crustaceo Daphnia magna CEs (48h) 6,8
TPBP Alga Skeletonema costatum CLso(72h) 2,2
Crustaceo Artemia salina CLso (72h) 130
Piritionas Crustaceo Varias espécies CLso (72h) >100
Metalicas
Ziram Alga Chlorella pyrenoidosa CEsq (96h) 1.200
Peixe Oncorhynchus mykiss CEsq(60dias) 15

CE - concentracgéo efetiva; CL - concentracao letal
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Apesar do seu uso na agricultura, concentracbes mais elevadas de
Diuron em agua do mar que as observadas em aguas doces indicam que a sua
fonte esta relacionada a utilizacdo como agente anti-incrustante (Thomas et al.,
2000). Elevadas concentracdes associadas ao seu uso em tintas anti-
incrustantes tém sido encontradas em amostras de agua obtidas em marinas
na Europa, as quais apresentam seus picos nos periodos em que as
embarcacdes de lazer estdo sendo utilizadas. (Lamoree et al., 2002) Valores
de até 6.742, 2.000 e 1.130 ng L™ foram encontrados em aguas da baia de
Southampton (Inglaterra) (Thomas et al., 2001), e em marinas na Cataltnia
(Espanha) (Martinez et al.,, 2000) e na Holanda (Lamoree et al., 2002)
respectivamente. Tais resultados sdo provavelmente consequéncia do grande
fluxo de embarcacbes nessas regides. Situacao similar foi observada também
em estudos na Inglaterra, Suécia, Espanha, Holanda, Portugal e Jap&o
(Konstantinou & Albanis, 2004). No Brasil, foram verificadas concentragdes
detectaveis de Diuron em amostras de agua e sedimentos nas concentracées
de 20,9 ng L e 1,6 ng g™, oriundas de &areas sob a influéncia dos terminais
portuérios localizados no interior do estuario da Lagoa dos Patos (Rio Grande,
RS) (Dominguez, 2010).

Assim como o Irgarol 1051, o Diuron costuma apresentar toxicidade
extremamente elevada para organismos fitoplanctbnicos, tais como a
diatomacea Chaetoceros gracilis (CEsp (72 h) = 36,0 ug L™) e a cloroficea D.
tertiolecta (CEso (96 h) = 0,7 pg L™). (Mochida & Fuijii, 2009b) Em contrapartida,
apresenta niveis inferiores de toxicidade para invertebrados, como o0s
observados para os microcrustaceos Artemia salina (CEso (24 h) = 3.011 pg L™)
(Mochida & Fuijii, 2009c), Acartia tonsa (CLso (48 h) = 1.486 pg L™), Mysidopsis
juniae (CLso (96 h) = 589 pg L™) e Kalliapseudes schubartii (CLsg 96 h = 7.560
g L. (Perina, 2009) Adicionalmente, em testes de toxicidade visando
verificar embriotoxicidade do Diuron sobre a espécie de ourico Paracentrotus
lividus, a CEsp (48 h) obtida foi de 2.390 pg L™. (Mochida & Fuijii, 2009¢c; Manzo
et al., 2006) Similarmente para espécie de ourico Lytechinus variegatus os
valores de CEsp (24 h) obtidos foram de 3.335 pg L™ (Perina, 2009). Esses
resultados refletem o fato do Diuron ter sido inicialmente desenvolvido para o

combate de ervas daninhas, tendo seu mecanismo de atuacdo associado a
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inibicdo do fluxo de elétrons necessarios a realizacdo da fotossintese nos
organismos autotréficos (Mochida & Fuijii, 2009b).

O Diuron tem sido normalmente analisado a partir de matrizes aquosas
utilizando EFS, enquanto que a técnica mais frequentemente empregada para
sedimentos € a agitacdo mecéanica da amostra em solventes organicos como
acetonitrila. A identificacdo e quantificacdo sdo feitas por cromatografia de fase
liguida com deteccdo por espectrometria de massas (CLAE-EM), podendo
também ser utilizada a cromatografia de fase gasosa, com detector de
espectrometria de massas (CG-EM). Neste ultimo caso, € necessaria uma
etapa prévia de derivatizacao por alquilagdo, podendo ser utilizado iodometano
ou iodoetano como agente alquilante (Gerecke et al., 2001; Voulvoulis et al.,
1999).

3.1.3 DCOIT (Sea-Nine 211)

O Sea-Nine 211 (DCOIT) € uma mistura comercial que possui 30 % do
ingrediente ativo (4,5-Dicloro-2-n-octil-4-isotiazolin-3-ona) em xileno. Esse
biocida, é um isotiazol que foi inicialmente sintetizado pela empresa “Rohm and
Haas” em 1992, tendo sido homologado para utilizagdo como agente anti-
incrustante pela IMO, e recebido registro de utilizacdo pela Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) em 1994. (Jacobson &
Willingham, 2000) Com respeito as caracteristicas fisico-quimicas, o DCOIT
possui baixa solubilidade em agua (0,0065 mg L™), log Ko de 2,85 e rapida
taxa de degradacdo na agua do mar (meia-vida de aproximadamente 1 hora)
(Takahashi, 2009). Adicionalmente, formam complexos extremamente estaveis
com os sedimentos, tornando-se pouco biodisponiveis e, conseqientemente,
apresenta um baixo fator de bioacumulacdo para organismos aquaticos. A
degradacédo do DCOIT ocorre normalmente pela abertura da por¢éo ciclica da
molécula, o que reduz a toxicidade de seus subprodutos numa ordem de
magnitude de 4 a 5 vezes. Em agua do mar e nos sedimentos, a degradacgéo
acontece, sobretudo, pela agcdo de microrganismos, sendo a contribuicdo dos
processos de hidrolise e de fotdlise pouco significativos para essa
transformacao (Jacobson & Willingham, 2000). Desta forma, o DCOIT vem
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sendo considerado o biocida utilizado em tintas anti-incrustante que
apresentam menores danos ambientais (Takahashi, 2009; Jacobson &
Willingham, 2000).

Os poucos estudos existentes apontam para niveis ambientais baixos.
Segundo Harino et al., (, 2009) o DCOIT esta entre os biocidas utilizados em
tintas anti-incrustantes de terceira geracdo detectados em menores niveis em
amostras obtidas no litoral japonés. As concentracdes detectadas variaram
entre 2 e 28 ng L™ no porto de Osaka e bajas Maizuru e Hiroshima (Harino et
al., 2009). Ja no litoral da Grécia foram detectados valores de até 49 ng L™,
(Sakkas et al., 2006) ndo sendo detectado entretanto em amostras de agua da
baia de Southampton (Inglaterra) (Thomas et al., 2002).

Toxicologicamente, o DCOIT demonstra elevada atividade
antimicrobiana, sobretudo com relacdo a bactérias, fungos e algas (Harino &
Langston, 2009). Diferentemente do Diuron e do Irgarol 1051, os seus niveis de
toxicidade para espécies do fitoplancton e do zooplancton, sdo muito
parecidos. De modo similar em testes realizados com a diatomacea
Skeletonema costatum e com o peixe Cyprinodon variegatus, os valores de
CLso (96 h) foram 13,9 e 20,5 pg L™, respectivamente.

Os métodos analiticos aplicados para determinacdo do DCOIT em
amostras de agua sdo, em sua maioria, a EFS e a micro extragcdo em fase
sélida (MEFS) (Aguera et al., 2000). Amostras de sedimentos sdo normalmente
extraidas a partir de agitacdo mecanica com solventes organicos como
acetonitrila (Harino et al., 2007a). A identificacdo e quantificacdo deste biocida
sdo normalmente realizadas através de cromatografia de fase liquida (CLAE-
EM), podendo também ser realizada por cromatografia de fase gasosa com
deteccdo por espectrometria de massas (CG-EM) (Thomas, 1998) ou detector
de captura de elétrons (CG-DCE) (Hernando et al., 2006).

3.1.4 Clorotalonil

O Clorotalonil (2,4,5,6-tetracloroisoftalonitrila) € um organoclorado do
grupo das isoftalonitrilas que € utilizado a mais de 30 anos como fungicida na

agricultura mundial. (Voulvoulis, 2006) Sua utilizagdo como biocida ativo em
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tintas anti-incrustantes iniciou apdés o banimento das tintas a base de
organoestanicos. (Readman, 2006) Esse composto apresenta um log Ko, de
2,64 (Tabela 2), uma baixa solubilidade em &gua (06 mg L% e é
extremamente susceptivel a fotodegradacdo. Devido a essas caracteristicas,
apresenta meia vida de até 4 semanas em meio aquatico. Sua fotodegradacao
pode ser ainda mais rapida dependendo da natureza do corpo d’agua e de
fatores como a concentragcdo de material organico, como acidos humicos e
fulvicos (Sakkas et al., 2006). Estudos conduzidos por Walker et al., (, 1988)
demonstraram que a degradacdo do Clorotalonil € mais rapida em &agua
estuarina e marinha do que em agua esterilizada, sugerindo também uma
contribuicdo microbiana nos processos de degradacdo desse composto. Em
sedimentos, a meia vida do Clorotalonil € maior do que em agua, apresentando
persisténcia de até 3 meses (Voulvoulis, 2006; Walker & Jurado-Exposito,
1998). Quanto ao seu equilibrio sortivo, estudos demonstraram que em pH 8 o
Clorotalonil adsorve-se ao material particulado (Voulvoulis, 2006).

De acordo com os resultados obtidos por diversos estudos, a ocorréncia
ambiental de Clorotalonil ndo segue o mesmo padrdo de distribuicdo dos
demais biocidas utilizados em formulagbes de tintas anti-incrustantes. Em
funcdo do seu uso agricola ser bastante difundido, (Konstantinou & Albanis,
2004) sendo frequentemente detectado em solos plantados, poucos estudos
relacionam a presenca de Clorotalonil a utilizacdo em tintas anti-incrustantes.
Em funcéo de suas propriedades fisico-quimicas, baixas concentracbes desse
composto tém sido detectadas na coluna d’agua. Estudos realizados na Europa
encontraram valores de Clorotalonil abaixo dos niveis de deteccéo das técnicas
empregadas, (Carbery et al., 2006; Sakkas et al., 2006; Albanis et al., 2002)
sendo os maiores valores reportados para algumas marinas da Grécia (< 120
ng L) e para o estuario Blackwater (Inglaterra) (< 1.380 ng L™). Entretanto,
Sakkas et al. (, 2002) e Voulvoulis et al. (, 2000) reportaram concentracdes de
até 126 e 34,3 ng g* em sedimentos de marinas na Grécia e no estuario
Blackwater, respectivamente.

Segundo varios trabalhos, espécies de agua doce e salgada nao
mostram diferencas significativas entre os niveis de toxicidade para esse
composto (van Wezel & van Vlaardingen, 2004). Em testes de toxicidade

realizados com espécies marinhas foi obtida para diatomacea D. tertiolecta
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uma CEsp (96 h) de 64 ug L™, (Mochida & Fuijii, 2009a) e para espécie de peixe
Pimephales promelas foi observada uma CLso (96 h) de 22,6 pg L™. (Mochida &
Fujii, 2009c; DeLorenzo & Serrano, 2006) Estes resultados sugerem toxicidade
ligeiramente maior para espécies animais, fato que pode ser justificado pela
forte interacdo do Clorotalonil com determinadas enzimas de respiracéo celular
(Caux et al., 1996).

A etapa de extracdo de Clorotalonil a partir de amostras de agua utiliza
usualmente EFS ou ELL. Para sedimentos, tem sido empregada a sonificacao
da amostra em solventes organicos como acetona. A quantificacdo do
composto é feita normalmente por CG com um detector de captura de elétrons
(DCE). Porém, em virtude de sensibilidade, versatilidade e seletividade do CG-
EM, essa técnica passou recentemente a ser bastante empregada (Hernando
et al., 2006).

3.1.5 Diclofluanida

A Diclofluanida (N,N-dimetil-N’-fenil-N’-(diclorofluorometiltio)sulfamida),
pertence ao grupo quimico dos organoclorados, apresenta uma baixa
solubilidade em agua (0,006 mg L™) e log Kew de 3,7 (Tabela 2). (Hamwijk et
al., 2005) Em razéo das suas caracteristicas fisico-quimicas, apresenta grande
afinidade por material particulado e sedimentos (Thomas & Langford, 2009b).
Além disso, em ambientes aquaticos com pH em torno de 8 a Diclofluanida
possui maior tendéncia a adsorver-se ao material particulado e aos sedimentos
(Voulvoulis, 2006). Esse composto mostra rapida taxa de degradacéo em agua,
apresentando meia vida de poucas horas nessa matriz. Ao se degradar, a
Diclofluanida normalmente origina a N,N-dimetil-N’-fenilsulfamida (DMSA),
sendo que os principais fatores envolvidos sdo a concentracdo de matéria
organica, o pH do meio, a atividade microbiana e a incidéncia de luz. (Sakkas
et al.,, 2001) Este biocida € também suscetivel a degradagcdo anaerébica em
sedimento, o que representa uma forma significativa de sua remocgao do
ambiente (Voulvoulis, 2006).

A Diclofluanida ndo tem sido comumente detectada em amostras de

agua. Na Europa e na América do Norte diversos estudos realizados com
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amostras de agua obtidas em marinas e zonas portuarias encontraram
concentracfes inferiores aos limites de deteccdo das técnicas empregadas
(Carbery et al., 2006; Sakkas et al., 2002). Entretanto, concentracdes de até
214 ng L foram reportadas para algumas marinas na Grécia (Thomas &
Langford, 2009a). Por outro lado, concentracdes consideravelmente elevadas
foram observadas em amostras de sedimentos costeiros oriundos de marinas.
Em sedimentos obtidos no estuario de Blackwater (Inglaterra) foram
determinadas concentracdes de até 688 ng g, enquanto que na Asia as
concentracdes variaram entre < 0,4 até 14 ng g™ para baia Otsuchi (Jap&o) e
entre < 0,1 até 13 ng g* na costa do Vietham (Harino et al., 2008b).
Adicionalmente, foram verificados picos de Diclofluanida imediatamente apdés
as temporadas de intensa atividade nautica na Europa. Isso reforca a hipétese
de uma fonte deste composto para o meio marinho estar ligada a utilizacédo de
tintas anti-incrustantes (Thomas et al., 2002).

No que diz respeito a toxicologia, em um estudo realizado por Bellas (,
2006) expondo larvas de trés espécies de invertebrados marinhos a
Diclofluanida, os valores de toxicidade obtidos para o molusco Mytulis edulis, o
ourico Paracentrotus lividus e o nematdédeo Ciona intestinalis foram CEsg (48 h)
= 81 pg L?, CEsp (48 h) = 627 pg L' e CEso (24 h) = 283 pg LY
respectivamente. Em outro estudo realizado com o microrganismo Vibrio fisheri
(15 minutos), a alga Selenastrum capricornotum (72 h) e o microcrustaceo
Daphnia magna (48 h), os valores de CEsy observados foram de 15,7, 21 e
1.330 pg L™, respectivamente (Fernandez-Alba et al., 2002). Com base nesses
resultados, e no fato de que a Diclofluanida apresenta acentuado efeito
carcinogénico e mutagénico (Fernandez-Alba et al., 2002), pode-se concluir
gue esse composto possui uma toxicidade mais elevada sobre organismos
unicelulares, o quais apresentam ciclo de vida curto (Mochida & Fuijii, 2009b).

Os métodos de extracdo aplicados em matrizes ambientais para
determinacdo da Diclofluanida geralmente sdo a EFS para 4gua e a agitacao
mecéanica com solventes organicos como a acetonitrila para sedimentos
(Harino et al., 2007c). A quantificacdo da Diclofluanida € normalmente realizada
por CG acoplada a detectores seletivos como o de captura de elétrons (DCE)
ou espectrometria de massas (EM) em modo de ionizagcdo quimica negativa
(Hernando et al., 2006).
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3.1.6 Tiram

O Tiram (Tetrametiltiuram disulfida) € um ditiocarbamato usado
principalmente na agricultura como fungicida no tratamento de folhas e
sementes. Existem também registros de sua utilizacdo na industria de
borracha, onde tem sido empregado como agente na vulcanizacao.
Adicionalmente, a presenca desse composto no ambiente pode ser também
atribuida a processos de oxidacdo de dois outros fungicidas amplamente
empregados: Derbam e Ziram (Cereser et al.,, 2001). O Tiram apresenta
solubilidade moderada em &gua (30 mg L™) e log Ko, de 1,7 (Tabela 2)
(Voulvoulis, 2006). A persisténcia do Tiram no ambiente aquatico é fortemente
influenciada pelo pH do meio, sendo degradado por hidrélise e fotolise. O
tempo de meia vida deste composto é inferior a 24 horas em pH 9, aumentando
para 77 dias em pH 5. J4 em relacéo a fotodegradacéo, o tempo de meia vida €
de 8,8 horas a um pH de 5,5, ou seja, sob irradiacdo solar o Tiram diminui
significativamente sua persisténcia no ambiente aquatico (Sakkas et al., 2006).

Assim como ocorre com outros tiocarbamatos, o Tiram apresenta niveis
de toxicidade mais elevados para espécies de vertebrados como peixes, do
que para invertebrados ou algas. Em dois estudos envolvendo testes de
toxicidade com as espécies dulcicolas Chlorella pyrenoidosa (cloroficea),
Daphnia magna (microcurstaceo) e Oncorhyncus mykiss (peixe), os valores
obtidos foram de 1.000 pug L™ (CEs 96 h), 210 pg L™ (CLsp 48 h) e 0,64 pg L™
(CEsp 60 dias), respectivamente (Tabela 3) (Van Leeuwen et al., 1985a; Van
Leeuwen et al., 1985b). Adicionalmente, varios trabalhos tém atestado as
propriedades teratogénicas e mutagénicas do Tiram e de outros
ditiocarbamatos. Entre as alteracfes sub-letais mais freqientemente induzidas
por esse composto encontram-se as distor¢des na notocorda de embribes de
peixes. Estas distor¢des acarretam em deformidades na coluna vertebral ao
final do desenvolvimento embrionario (Van Leeuwen et al., 1986a; Van
Leeuwen et al., 1986b).

Analiticamente, o Tiram pode ser determinado em matrizes ambientais
atraves de técnicas de CG, empregando detectores como o captura de elétrons
(DCE), o Fotométrico de Chama (DFC) e Espectrometria de Massa (EM).
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Adicionalmente, alguns estudos tém utilizado CLAE com deteccdo por
ultravioleta (UV) para determinagcdo analitica desse composto (Crnogorac &
Schwack, 2009). Para preparacdo de amostras de agua, a EFS e a ELL tem

sido as técnicas preferencialmente aplicadas (Kawamoto et al., 2005).

3.1.7 TCMTB (Busan)

O biocida TCMTB (2-(tiocianato-metiltio) benzotiazol) € um tiazol que,
além de ser usado em formulagbes de tintas anti-incrustantes, tem sido
aplicado como herbicida na agricultura e fungicida na preservacdo de madeira
e industria de couro. (Voulvoulis, 2006) Apresenta baixa solubilidade em agua
(0,00033 mg L) e log Koy de 3,3 (Tabela 2). Ndo existem até o momento
estudos descrevendo o equilibrio sortivo do TCMTB em meio aquatico. (van
Wezel & van Vlaardingen, 2004) Porém, em matrizes aquosas, esse composto,
se degrada rapidamente por fotdlise (1,5 a 3,9 horas). Essas caracteristicas
contribuem para a persisténcia extremamente baixa do TCMTB em ambientes
aquaticos. A fotodegradacdo do TCMTB produz como principal metabdlito o 2-
mercaptobenzotiazol (MBT), apesar de tracos de benzotiazol (BT) também
serem originados no processo. A formacdo desses metabdlitos, sobretudo o
MBT, sao especialmente importantes para estudos de toxicidade ambiental do
TCMTB (Sakkas et al., 2006).

Poucos monitoramentos da ocorréncia ambiental do TCMTB tém sido
publicados na literatura especializada. Em estudo realizado por Thomas et al. (,
2002) ndo é detectada a presenca de TCMTB em nenhuma das amostras de
agua e sedimentos oriundas de areas portuarias e marinas do Reino Unido. O
TCMTB também nao foi detectado em amostras de agua coletadas de marinas
no sul da Espanha (Aguera et al., 2000).

De modo similar ao que se observa com relacdo a monitoramentos
quimicos do TCMTB, poucos estudos foram publicados sobre a toxicidade
desse composto. Segundo Fernandez-Alba et al. (, 2002), o TCMTB atua como
inibidor da cadeia de transporte de elétrons ao nivel de mitocéndrias. Nesse
mesmo estudo, testes de toxicidade realizados com o microrganismo Vibrio

fisheri, com o microcrustaceo Daphnia magna e com a alga Selenastrum



21

capricornotum revelaram valores de CEsg equivalentes a 58 ug L™ (15 min), 7,8
ng L™ (30 h) e 6,8 pg L™ (48 h), respectivamente.

Os métodos analiticos normalmente empregados para analise do biocida
TCMTB em amostras ambientais sdo CL-EM e CG-EM. A extracdo do TCMTB
a partir de matrizes aquosas € realizada através de EFS. Para amostras de
sedimentos tem sido empregada a agitacdo mecanica em diclorometano
(Fernandez & Pinheiro, 2007).

3.1.8 TCMS Piridina (Densil)

O TCMS Piridina ((2,3,3,6-tetracloro-4-metilsulfonil) piridina) € uma
sulfona que passou a ser utilizada em formulagées de tintas anti-incrustantes
recentemente, porém esse composto era anteriormente empregado como
fungicida na industria téxtil e de couros (Voulvoulis et al.,, 1999). Poucas
informacBes sobre as propriedades fisico-quimicas do TCMS Piridina estao
disponiveis na literatura especializada e indicam que sua solubilidade em agua
é baixa (0,025 mg mL™).

InvestigacOes realizadas sobre a ocorréncia ambiental de novos biocidas
utilizados em tintas anti-incrustantes detectaram tracos de TCMS piridina em
amostras ambientais de 4 diferentes estuarios navegaveis do Reino Unido. As
concentracdes, entretanto, estavam abaixo dos limites de quantificacdo das
técnicas empregadas (Thomas et al., 2002).

Do ponto de vista toxicolégico o TCMS piridina € reconhecido como um
potente inibidor da cadeia respiratoria. Consequentemente, esse composto &
capaz de bloquear a producdo de trifosfato de adenosina (ATP) a nivel
mitocondrial, levando a morte celular (Bragadin et al., 2007).

Poucos trabalhos relatam metodologias analiticas para determinacao do
TCMS piridina em amostras ambientais. Entretanto, Thomas (, 1998) descreve
um método para determinacdo desse composto em amostras de agua usando
pré-concentracdo por EFS, eluigdo com acetonitrila e posterior quantificacdo

por CL-EM com ionizacdo quimica negativa a pressao atmosférica.
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3.1.9 Trifenilborano Piridina (TPBP)

O Trifenilborano Piridina € composto da classe das boranas, conhecido
desde 1960, sendo utilizado em produtos com atividade bactericida, antifingica
e anti-incrustantes. No Japéo, a introducdo do TPBP como agente anti-
incrustante ocorreu em 1993. Poucas informacfes sobre as propriedades
fisico-quimicas do TPBP estdo disponiveis na literatura especializada,
entretanto, sabe-se que sua solubilidade em &gua é relativamente baixa
(aproximadamente, 1 mg L™) (Harino, 2004). As vias de degradacdo do TPBP
em &gua envolvem principalmente processos de hidrélise e fotdlise.
Experimentos realizados com diferentes concentracbes de TPBP revelaram
gue esse composto apresenta uma vida inferior a 34 dias. Similarmente, os
principais produtos de degradacdo do TPBP (Hidroxido de difenilborano (DPB),
Hidréxido de fenilborano (MPB), fenol, benzeno e o difenil), apresentam
persisténcia extremamente baixa em agua (Sakkas et al., 2006).

Possivelmente devido a sua rapida degradacdo e a formacdo de
metabdlitos pouco persistentes, poucos estudos relatam concentracdes
ambientais desse composto. O TPBP foi detectado em amostras de agua
obtidas na baia de Hiroshima no Japé&o. Entretanto, as concentracdes foram
inferiores ao limite de quantificacdo do método empregado (Harino et al., 2009).

Praticamente inexistem estudos sobre a toxicologia do TPBP, excec¢ao
feita, a um estudo onde a alga Skeletonema costatum (CLso 72 h = 0,0022 mg
L™) se mostrou mais sensivel ao TPBP do que o microcrustaceo Artemia salina
(CLsp 72 h = 0,13 mg L™). Neste mesmo estudo foi demonstrado também que
os principais produtos de degradacdo do TPBP apresentam toxicidade bem
inferior a do composto parental (Okamura et al., 2009).

O método analitico normalmente empregado para determinacdo do
TPBP utiliza pré-concentracdo por EFS, eluicAdo com acetonitrila e a
quantificacdo é realizada por CLAE acoplada a detector UV-vis (200 nm) e
fluorescéncia. Nao existem até o momento métodos por espectrometria de

massas para determina¢do do TPBP (Zhou et al., 2007).
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3.2 BIOCIDAS METALICOS

Nos biocidas organometalicos utilizados em tintas anti-incrustantes de
terceira geracao € comum a presenca dos elementos cobre, zinco e manganés.
Entre esses compostos estdo o cobre piritiona, zinco piritiona, ziram, maneb,
tiocianato de cobre e o naftenato de cobre. Além disso, o 6xido cuproso, um
composto inorganico, também tem sido utilizado na tintas atuais (Fernandez &
Pinheiro, 2007).

3.2.1 Piritionas metéalicas

As piritionas metalicas a base de cobre e zinco sdo compostos que vém
sendo largamente utilizados como biocidas a mais de 50 anos. Zinco Piritiona
(Zinco-bis-(2-piridinatiol-1-6xido), por exemplo, tem sido utilizado na agricultura
como bactericida e fungicida, e na industria de cosméticos em produtos com
atividade anti-caspa, como xampus. Ja o composto Cobre Piritiona (Cobre-bis-
(2-piridinatiol-1-6xido) possui aplicagdes como bactericida e fungicida (Doose et
al., 2004).

Um aspecto marcante do comportamento ambiental do Zinco Piritiona
(ZnPT), é sua grande susceptibilidade a sofrer reacdes de transquelacdo com
cobre, ferro e, possivelmente, com manganés. Sendo assim, dependendo das
concentragdes disponiveis desses ions metalicos na agua e nos sedimentos o
ZnPT converte-se em Cobre Piritiona (CuPT) (Harino & Langston, 2009).
Apesar disso, todos os complexos metélicos de piritionas sdo extremamente
sensiveis a luz, sofrendo rapida dimerizacdo por fotodegradacdo. Estudos
experimentais demonstraram que sob irradiacdo UV, a meia vida do CuPT € de
aproximadamente 29 minutos, enquanto que a do ZnPT é de 15 minutos
(Sakkas et al., 2006). Adicionalmente, esses compostos também sofrem
degradacdo por hidrolise e por atividade microbiana, tornando suas meias
vidas nos ambientes marinhos ainda mais curtas (Harino & Langston, 2009;
Maraldo & Dabhllof, 2004). Devido a baixa disponibilidade de dados sobre sua
ocorréncia ambiental, o comportamento de sor¢do das piritionas metalicas é

até o momento desconhecido. (Voulvoulis, 2006) Entretanto, a maior
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solubilidade do ZnPT (77,9 mg L™) em relacdo ao CuPT (< 1 mg L™) sugere
que esses compostos particionam preferencialmente em compartimentos
ambientais distintos. Dessa forma € mais provavel encontrar residuos de ZnPT
em amostras de agua, enquanto que para CuPT os sedimentos tendem a ser a
matriz mais indicada para realizacdo de monitoramentos.

Poucos monitoramentos tém sido realizados para piritionas metalicas no
mundo. Em um Unico estudo conduzido por Thomas et al.,(, 2001)
concentracdes de até 20 ng L™ de ZnPT foram detectadas em amostras de
agua coletadas em marinas do Reino Unido. Ja as concentracdes de CuPT, em
um estudo realizado em sedimentos obtidos nas proximidades de areas
portuérias da costa norte do Vietnd, variaram entre < LQ (inferiores ao limite de
quantificacdo da técnica) e 422 ng g™, encontrado em uma das estacdes
situada nas proximidades de um terminal pesqueiro. (Harino et al., 2006) Em
outro estudo realizado na costa do Japé&o, concentracbes maximas de 8,6 ng g
! de CuPT foram encontradas na baia de Otsushi. (Harino et al., 2007b) A
escassez de dados sobre a ocorréncia ambiental do CuPT e do ZnPT ocorre,
possivelmente, devido a elevada degradabilidade desses compostos, bem
como pelas dificuldades analiticas enfrentadas durante as determinagdes.

Diversos estudos sobre a toxicidade do CuPT e do ZnPT sobre
organismos aquaticos tém sido publicados. Em crustaceos, os valores de ClLsg
para as piritionas metalicas sdo geralmente superiores a 100 pg L. (Mochida
& Fujii, 2009a) Particularmente no caso do camardo Heptacarpus futilirustris, a
CLso (96 h) observada para ZnPT foi excepcionalmente elevada (2,5 pg L™)
(Mochida & Fuijii, 2009a). Entretanto, a toxicidade do ZnPT e CuPT para
espécies fitoplanctdnicas e de peixes mostra-se maior que para crustaceos.
Segundo Mochida e Fuji, (2009) elevada toxicidade das piritionas metélicas
sobre espécies de peixes se justifica pela sua potente agcdo como inibidores do
transporte de membrana, que afeta diretamente a bomba de protons
necessaria a respiracdo celular. No caso especifico do CuPT ocorre um
bloqueio da atividade neuromuscular, a qual é imprescindivel durante o
desenvolvimento embrionario desses organismos. Como conseqiéncia desses
efeitos sub-letais, surgem deformacdes esqueléticas e formacdo de massas
inflamatdrias em peixes expostos por periodos de 50 dias a concentracdes

nominais de 2 a 4 pg L™ desses compostos.
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De modo geral, complexos metalicos de piritiona ndo sdo determinados
por CG devido a sua baixa volatilidade e alta instabilidade térmica (Karlsson &
Eklund, 2004). Dessa forma, as técnicas geralmente empregadas na
determinacdo desses compostos em matrizes ambientais utilizam CLAE-EM
com modo de ionizacdo quimica a pressao atmosférica. Devido a tendéncia do
ZnPT sofrer transquelacdo em meios onde existam ions metéalicos disponiveis,
alguns métodos empregados na determinacdo desse composto induzem essa
reacdo no intuito de formar moléculas mais estaveis e minimizar perdas
durante as etapas de andlise (Doose et al., 2004). As técnicas de extracdo
usualmente empregadas para amostras ambientais sdo EFS e agitacao
mecanica com solventes organicos para amostras de agua e sedimentos

respectivamente (Harino et al., 2006).

3.2.2 Ziram

O Ziram (Zinco-bis-(dimetilditiocarbamato) € um tiocarbamato que é
utilizado atualmente como fungicida agricola para protecdo de frutos e
sementes, e como catalisador do processo de vulcanizacdo e antioxidante na
indastria de borracha. (Agarwal et al., 2005) Apresenta moderada solubilidade
em agua (17 mg L™) e log Ko extremamente baixo (1,23) (Sakkas et al., 20086).
Em virtude de suas propriedades fisico-quimicas, e de ser extremamente
suscetivel aos processos de hidrélise, fotdlise e biodegradacédo, o tempo de
meia vida do Ziram em ambientes marinhos é de, no maximo, 18 dias (van
Wezel & van Vlaardingen, 2004).

Embora existam alguns estudos onde se realizaram monitoramentos do
Ziram em amostras ambientais, nenhum destes relaciona a ocorréncia do
composto a sua nova utilizacdo como principio ativo em tintas anti-incrustantes
(Agarwal et al., 2005; van Wezel & van Vlaardingen, 2004).

Assim como outros tiocarbamatos, o Ziram exibe uma forte toxicidade
sobre os estagios iniciais do desenvolvimento larval de peixes, sendo a
deformacgéo da notocorda o efeito mais freqientemente observado. Para a
espécie de peixe dulcicola Oncorhynchus mykiss, por exemplo, a CEso (60

dias) observada para esse composto foi de 1,5 pg L™. Por outro lado, a CEsg
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(96 h) obtida para alga C. prenoidosa foi de 1.200 pg L™ (Van Leeuwen et al.,
1986a). Embora ainda ndo existam dados de toxicidade ao Ziram disponiveis
para espécies de agua salgada, esses resultados ilustram claramente a ja
mencionada sensibilidade das espécies de peixes a tiocarbamatos.

A maioria dos métodos para determinacdo de tiocarbamatos envolve a
decomposicao prévia dos analitos de interesse em disulfeto de carbono ou
derivatizacdo para metiltiocarbamatos, com posterior determinacdo por
técnicas cromatograficas (CG ou CLAE). Esses métodos, entretanto, tém baixa
seletividade devido as similaridades entre os diversos tiocarbamatos. Sendo
assim, foi desenvolvido um método para determinacédo direta do Ziram (sem
derivatizacdo) por CLAE-EM com modo de ionizagdo quimica positiva a
pressao atmosférica. (Moriwaki et al., 2001) A EFS e a ELL sdo normalmente
empregadas para extracdo do Ziram a partir de amostras de agua (Kawamoto
et al., 2005).

3.2.3 Maneb

O Maneb [etileno-bis-(ditiocarbamato)manganés]polimérico € um
tiocarbamato polimérico que, além de ser utilizado em tintas anti-incrustantes,
também possui aplicacdes na agricultura como fungicida. Embora seja um
composto moderadamente solGvel em agua (6 mg L™) (Thiruchelvam, 2005)
estudos experimentais revelaram que se decompde rapidamente nessa matriz
através de hidrdlise e fotolise. Adicionalmente a degradacdo biologica tem
pouca importancia no seu comportamento ambiental (Fernandez et al., 2007).
Segundo esses estudos, a persisténcia do Maneb no ambiente é
aproximadamente 10,5 horas. Os principais produtos de degradacdo do Maneb
sao a etilenouréia, o etileno bis isotiocianato sulfida e a carbamida (Fernandez
& Pinheiro, 2007; Sakkas et al., 2006).

Algumas possiveis técnicas analiticas para determinacdo do Maneb em
amostras ambientais foram discutidas por Voulvoulis et al., (, 1999) porém
ainda ndo existem métodos para sua determinacdo rotineira (Fernandez &
Pinheiro, 2007). O principal desafio analitico enfrentado para determinacao

desse composto é a seletividade do método. Isso ocorre em funcédo do fato de
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existirem compostos estruturalmente semelhantes ao Maneb, como é o0 caso
do Zineb (zinco etileno bis (ditiocarbamato)), o qual também é um
ditiocarbamato que tem aplicagcdes na agricultura e em alguns produtos anti-
incrustantes. Sendo assim, um método para determinacdo do Maneb em
amostras ambientais deve ser capaz de diferenciad-lo de compostos similares
que, eventualmente, podem estar concomitantemente presentes nas amostras.
Uma das solugdes apontadas para esse problema seria a realizagdo de uma
analise paralela por espectrometria de absorcédo atbmica a fim de diferenciar o
manganés do zinco permitindo a discriminacdo entre o Maneb e o0 Zineb
(Voulvoulis et al., 1999).

3.2.4 Biocidas a base de Cobre

Os compostos a base de cobre atualmente homologados pela IMO para
utilizacdo em tintas nauticas sdo: Oxido cuproso, Tiocianato cuproso e
Naftenato cuprico (Okamura & Mieno, 2006). O emprego desses compostos
ocorreu apos o banimento mundial dos anti-incrustantes a base de compostos
organoestanicos (COEs). Nessa época, diversos produtos voltaram a
incorporar em suas formulacdes grandes quantidades de compostos a base de
cobre e/ou cobre metalico, com a finalidade de incrementar o efeito biocida
dessas novas tintas. Sendo assim, a maioria dos produtos disponiveis no
mercado mundial atualmente, utiliza o cobre associado a um ou mais dos
biocidas mencionados anteriormente. Dessa forma, devido ao amplo espectro
de toxicidade do cobre sobre organismos aquaticos, os demais compostos
atuam como intensificadores do efeito biocida (Brooks & Waldock, 2009).

A taxa de liberacdo do cobre contido em um revestimento anti-
incrustante para coluna d’agua esta relacionada a diversos fatores de natureza
fisica, quimica e biologica (Brooks & Waldock, 2009). Adicionalmente, os niveis
naturais desse elemento na coluna d’agua e nos sedimentos nédo sao
conhecidos para muitas regifes. Sendo assim, avaliagdes realisticas sobre a
contribuicdo das tintas anti-incrustantes para as concentracbes de cobre
observadas em zonas com intensa atividade naval sdo dificeis de serem

realizadas. Porém, diferencas significativas nas concentracdes de cobre em
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sedimentos foram observadas entre areas navegadas e ndo navegadas do
Reino Unido. Nesse estudo, as concentracbes verificadas em areas
relativamente pouco impactadas estavam entre 1 e 10 ug g, enquanto que em
areas historicamente navegadas encontrou-se valores de até 3.000 pg g*
(Jones & Bolam, 2007).

A toxicidade do cobre para organismos aquaticos esta vinculada a
fatores fisico-quimicos como pH, salinidade, teor de carbono orgéanico
dissolvido e concentracdo do metal. Isso ocorre, em virtude da tendéncia desse
elemento em sofrer especiacdo originando diferentes formas quimicas de
acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do ambiente, podendo estar na
forma livre, ionizada ou até mesmo formar complexos com ligantes organicos e
inorganicos. Dessa forma, as diferentes espécies de cobre apresentam
biodisponibilidade e, consequentemente, toxicidades diferentes (Brooks &
Waldock, 2009).

3.3 Caracteristicas ideais de um anti-incrustante

Na busca pelo anti-incrustante de alto desempenho, a industria naval
tem procurado equilibrar a eficiéncia e a durabilidade dos novos produtos com
niveis de toxicidade ambientalmente toleraveis. Com foco nesse objetivo,
Takahashi (, 2009) argumenta que 0os compostos de acdo anti-incrustante ideal
devem apresentar as seguintes caracteristicas: (1) amplo espectro de acao, a
fim de prevenir com eficiéncia o estabelecimento das varias espécies de
organismos que iniciam a formacgao do biofilme incrustante; (2) baixa toxicidade
para mamiferos; (3) baixa solubilidade em agua; (4) baixo potencial de
bioacumulacdo e biomagnificacdo; (5) baixa ou nenhuma persisténcia
ambiental; (6) compativeis com o0s equipamentos e técnicas de pintura
atualmente em uso e (7) custos e durabilidade competitivos com os produtos
atualmente disponiveis no mercado. Nesse aspecto, a prospeccao de
compostos pouco persistentes, com baixa toxidade ambiental e que incorporem
revestimentos eficientes e de alta durabilidade é uma tarefa dificil devido as
caracteristicas conflitantes requeridas por um anti-incrustante considerado ideal

(Harino & Langston, 2009). Entretanto, entre os biocidas utilizados em tintas
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anti-incrustantes de terceira geracdo despontam alguns candidatos em
potencial, visto que, alguns destes atendem razoavelmente as exigéncias,
principalmente se comparados aos compostos utilizados em tintas anti-
incrustantes de segunda geracao (como o TBT e o TPT). Dentre os compostos
gue melhor atendem tais exigéncias, o DCOIT (componente ativo do Sea-Nine)
tem recebido especial atencdo em funcéo de sua elevada eficiéncia combinada
com rapida degradacédo no ambiente (Jacobson & Willingham, 2000).

3.4 AvaliacOes Ecotoxicolbgicas

Do ponto de vista ecotoxicolégico, a utilizacdo simultdnea de diversos
produtos com atividade biocida nas tintas anti-incrustantes de terceira geracao,
representa uma dificuldade suplementar a realizacdo de experimentos que
simulem condi¢Ges fidedignas. Mesmo assim, estudos do efeito de diferentes
combinac¢des de biocidas utilizados nas novas formulacfes tém sido realizados
pela exposicdo simultdnea a organismos-teste. Foram observados, por
exemplo, efeitos sinérgicos e aditivos entre combinacdes de 2 e 3 compostos
diferentes (Koutsaftis & Aoyama, 2007). Porém, é muito dificil realizar
avaliacbes precisas na medida que algumas tintas podem conter até 4
diferentes agentes toxicos na sua composicdo (Okamura & Mieno, 2006) e que,
em uma mesma marina ou porto, trafegam embarca¢des que utilizam produtos
distintos. Somam-se a isso, 0s demais compostos que constituem as tintas,
assim como a interacdo com indmeros outros contaminantes ja presentes
nestes ambientes, o que resulta em uma mistura extremamente complexa de
analitos.

Alternativamente, experimentos foram concebidos a fim de realizar
exposicao de organismos-teste diretamente as tintas anti-incrustantes e néo
somente aos biocidas nelas presentes. Nesse aspecto, o trabalho realizado por
Karlsson et al. (, 2006) com a macroalga Ceramium tenuicorne e o copépode
Nitocra spinipes merece especial atencdo. Nesse estudo, 0s autores pintaram
placas de plastico de 5 cm? com diferentes produtos destinados a embarcacoes
que trafegam no Mar Baltico. Estas placas foram entdo submersas em agua do

mar artificial por diferentes periodos, a qual foi posteriormente utilizada como



30

solucéo teste nos experimentos de exposicdo. Com essa abordagem, Karlsson
e colaboradores (2006) desenvolveram uma técnica capaz de avaliar
simultaneamente os efeitos téxicos da complexa matriz que representam as
tintas anti-incrustantes.

Apesar das limitacBes iniciais, experimentos que tentam melhor
reproduzir a realidade da exposicdo representam um avango e sSao uma
alternativa aos que néo levam em consideragdo a interagdo na exposicao

simultanea a diversos compostos.

3.5 Determinagdes analiticas

Estudos sobre toxicidade, ocorréncia e comportamento ambiental de
biocidas utilizados em tintas anti-incrustantes requerem métodos robustos e,
capazes de determinar simultaneamente esses compostos em amostras
ambientais. A grande diversidade de propriedades fisico-quimicas e a profuséo
de metabdlitos de interesse, que podem se formar no ambiente contribui
substancialmente para dificultar o desenvolvimento de um método que atenda
estes requisitos. Entretanto, alguns métodos simultaneos de determinacéo tém
sido publicados na literatura especializada. Por exemplo, Thomas (, 1998)
descreve um meétodo analitico capaz de determinar simultaneamente Irgarol
1051, Diuron, DCOIT, TCMS piridina e TCMTB, o qual utliza EFS (com
cartuchos de C18 e polimérico) e detec¢cdo por CLAE-EM com ionizacéo
quimica a pressdo atmosférica. Similarmente, o método proposto por Aguerra
et al. (, 2000) determina Irgarol 1051, Diuron, DCOIT, TCMTB, Clorotalonil e
Diclofluanida, na mesma injecédo, por CG-EM. Entretanto, alguns compostos
como as Piritionas metalicas (ZnPT e CuPT) e os ditiocarbamatos (Tiram,
Ziram e Maneb) apresentam propriedades fisico-quimicas intrinsecas, as quais
dificultam sua analise juntamente com outros compostos. Dessa forma, o
desenvolvimento e validacdo de um método de quantificacdo multiresiduo para
os 16 biocidas homologados para utilizagdo em tintas anti-incrustantes de
terceira geracdo representa ainda um grande desafio analitico (Fernandez &
Pinheiro, 2007).
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3.5.1 Extracédo em fase solida

A extracdo em fase solida (EFS) € uma técnica muito utilizada para
extracdo, purificacdo e ou pré-concentracdo de amostras complexas, a qual
permite que analitos em concentragdes muito baixas sejam detectados
(Lancas, 2004).

O principio da extracdo em fase solida baseia-se nos mecanismos de
separacdo da cromatografia liquida classica, a qual emprega uma pequena
coluna aberta, denominada cartucho de extracdo que contém a fase sodlida
(Lancas, 2004). A extracdo ocorre a partir de algumas etapas, sendo a primeira
destinada a ativar o adsorvente que constitui a fase sélida e o solvente
empregado dependera principalmente do material a ser ativado. Logo apés se
faz a adicdo da amostra, que deve ser feita lentamente, onde os interferentes
da matriz idealmente escoam através do cartucho e os analitos ficam retidos no
adsorvente. A etapa seguinte ocorre com a eluicdo do(s) analito(s) por um
solvente organico e sua escolha deve ser determinada pela polaridade relativa
do solvente em relacédo a fase sdlida escolhida e o(s) analito(s) de interesse
(Lancas, 2004).

A EFS é um dos procedimentos de extracdo de biocidas utilizados em
tintas anti-incrustantes mais citados na literatura. Voulvoulis et al (, 2000) cita
métodos analiticos para determinacdo de alguns biocidas, entre eles
clorotalonil e irgarol, onde é empregada a EFS. Aguera et al (2000) também
utilizou EFS em um método para determinacdo simultanea de cinco biocidas
(irgarol, clorotalonil, diclofluanida, DCOIT e TCMTB). Foi utilizado um cartucho
de extracdo polimérico Oasis HLB e acetato de etila como solvente de elui¢éo,
sendo este método muito utilizado em varios outros trabalhos cientificos.
Thomas et al (, 2002) também utilizou a EFS na avaliacdo da ocorréncia de
biocidas em aguas costeiras no Reino Unido, tendo utilizado C18 como

adsorvente e diclorometano como eluente.
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3.5.2 Cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM)

A cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
permite a identificacdo e quantificagcdo de diversos compostos de amostras
desconhecidas, onde uma técnica complementa a outra produzindo resultados
com facilidade e confianca (Sabin, 2007). A CG-EM € uma técnica muito
utilizada em determinacdes de biocidas utilizados em tintas anti-incrustantes,
utilizada em diversos trabalhos cientificos, a qual pode fornecer resultados com
alta sensibilidade e seletividade.

Na cromatografia de fase gasosa, o composto a ser analisado deve
possuir uma volatilidade consideravel a temperaturas inferiores a 300 °C,
sendo vaporizado através de um rapido aquecimento sem alterar sua estrutura
quimica (Sabin, 2007).

A deteccdo por espectrometria de massas produz respostas a
praticamente todos 0s compostos organicos, seletivamente, através da
obtencdo de massas idnicas caracteristicas dos compostos de interesse e, por
isso, é considerada uma técnica de deteccao universal. A varredura continua
(full scan) do espectro e o monitoramento de ions selecionados s&o fungdes
geralmente utilizadas para obtencdo das respostas analiticas. A varredura do
espectro é feita num intervalo de valores de razdo massa-carga (m/z) com um
tempo determinado, onde sdo gerados inameros espectros. Ja no
monitoramento por ions selecionados, somente 0s ions mais intensos e
caracteristicos do composto em questdo sdo monitorados, o que resulta num

aumento da sensibilidade e especificidade da anélise (Sabin, 2007).

3.5.3 Sistema para injecdo de grandes volumes em cromatografia de fase

gasosa

Os baixos niveis de biocidas normalmente detectados em amostras
ambientais demandam a utilizacdo de métodos que possibilitem a quantificacao
desses compostos na faixa de ng g* ou ng L*. Conseqiientemente, a

necessidade de monitora-los em baixas concentracdes tem exigido empenho
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no desenvolvimento de métodos que fornecam uma maior detectabilidade.
Sendo assim, varios trabalhos vém sendo desenvolvidos utilizando métodos
instrumentais com injecao de grandes volumes associados a programas de
temperatura controlada do injetor, 0 que tém resultado na deteccdo de

concentracfes cada vez menores (Sabin, 2007).

3.6 Validacéo de métodos analiticos

A validacdo de métodos analiticos em trabalhos cientificos é uma
exigéncia que tem por finalidade avaliar o desempenho do método, o que
mostra a confiabilidade do mesmo. Diversos 6rgdos no ambito nacional e
internacional atuam junto aos laboratorios a fim de definir e padronizar os
critérios empregados durante o processo de validacdo metodoldgica. Entre
esses orgaos podemos citar: a “International Conference on Harmonisation”
(ICH), a ‘International Union of Pure and Applied Chemistry” (IUPAC), a
“International Organization for Standardization” (ISO), a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO),
dentre outros (Ribani et al., 2004). Embora os protocolos para validacéo
estipulados por estes 6rgdos possam diferir, de um modo geral todos eles
contemplam parametros como: curva analitica, linearidade, exatiddo, precisao,

limites de deteccao e de quantificacdo (Ribani et al., 2004).

3.6.1 Parametros cromatograficos

A avaliacdo da separacdo cromatografica de multiplos analitos pode ser
realizada através de parametros como o fator de retencao (k), resolucdo (Rs) e
fator de separacao (o).

O fator de separagéo indica a velocidade de migragdo dos solutos nas
colunas (Skoog, 2002) e é determinado através da razdo entre a fragdo do
tempo em que as moléculas do analito ficam retidas na fase estacionaria e a

fracdo em que percorrem a coluna na fase movel (Collins et al., 2006).
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Equacédo 1. Célculo do fator de retencéo

Onde: tg: tempo de retencdo do analito em questdo, que é o tempo
transcorrido desde a injecdo até o ponto maximo do pico e ty: tempo de
retencdo de um analito nao retido.

Os valores de k para métodos que visam separar apenas dois
componentes devem variar entre 1 e 10, e em métodos que separam multiplos
componentes os valores de k aceitaveis devem se encontrar na faixa de 0,5 a
20 (Collins et al., 2006).

A resolucdo de uma separacdo cromatografica entre dois picos
adjacentes representa a eficiéncia do método e é calculada a partir da distancia
que separa 0s pontos maximos dos picos e da soma das larguras de suas

respectivas bases (Ribani et al., 2004).

Rs = 2 tRZ _tRl
Wy, + W,

Equacéao 2 Calculo da resolucéo

Onde: tr; € tro = tempo de retencdo de picos adjacentes; Wy € Wy, =
largura dos picos na base, em unidades de tempo.

Valores de Rs > 1 indicam boa separacdo. Quando os valores estdo em
torno de 1,25 ja sdo considerados suficientes para fins quantitativos e quando
os valores forem > 1,5 indicam 100% de separacado para os picos (Collins et al.,
2006).

O fator de separacdo é a razdo entre os tempos de retencéo entre dois
componentes quaisquer. Este fator pode ser muito util quando h& variagbes na
vazdo da fase movel, pois ele é calculado pela razdo entre os fatores de

retencgao.

Equacédo 3. Equacao para o calculo do fator de separacéao.
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Este fator mede a seletividade de um sistema cromatografico. Quanto
mais seletiva for & retencéo pela fase estacionaria para o segundo componente
gue esta sendo analisado, maior sera o fator de separacédo. Entretanto, um o >
1 ndo indica que ocorreu a separacao de 100 %, pois 0s picos podem ser
largos e estarem sobrepostos. Porém, altos valores de o indicam uma boa

separacao caso os picos forem estreitos (Collins et al., 2006).

3.6.2 Curva analitica e linearidade

A curva analitica consiste na determinacao da resposta de determinado
instrumento em relagdo a vérias concentragcbes do analito, deve conter no
minimo cinco pontos diferentes de concentracdo. O limite inferior deve ser igual
ao limite de quantificacdo do método e o limite superior dependera do sistema
de resposta do equipamento de medicdo (INMETRO, 2011).

A linearidade é definida como sendo a faixa de concentracdes onde a
sensibilidade é constante. Geralmente € expressa nas mesmas unidades do
resultado obtido pelo método analitico INMETRO, 2011).

3.6.3 Limite de deteccéao (LD) e Limite de quantificagdo (LQ)

O limite de deteccdo do instrumento (LD;) é definido como a menor
concentracdo de um analito que pode ser detectada na amostra a ser analisada
e nao necessariamente quantificada. O LD; pode ser estimado através de trés
métodos distintos: visual, relacdo sinal-ruido ou baseado em parametros da
curva analitica (Equacéo 4) (INMETRO, 2011).

O método visual é determinado através da adicdo de concentracbes
conhecidas dos analitos, de maneira que possa ser diferenciada entre ruido e
sinal analitico a menor concentragao visivel.

O meétodo sinal-ruido é feito através de uma relagdo em que compara os
sinais analiticos em concentracbes baixas com um branco da amostra
analisada. Esta relacao estima o limite de deteccéo em proporcoes aceitas de

3:1 e, para o limite de quantificacdo, essa propor¢gdo aumenta para 10:1.
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O método baseado nos parametros da curva analitica pode ser estimado
através dos calculos a seguir, respectivamente para os limites de deteccdo e
quantificacao (Ribani et al., 2004).

LD=33x>
S

Equacéo 4: Calculo do limite de deteccao

Onde: s é a estimativa do desvio padrao da resposta, que pode ser a estimativa
do desvio padrdao do branco, da equacdo da linha de regressdao ou do
coeficiente linear da equacéo e S € a inclinacao (“slope”) ou coeficiente angular
da curva analitica (Ribani et al., 2004).

O limite de quantificacé@o refere-se a menor concentragdo do analito que
pode ser quantificada sob um procedimento experimental estabelecido
(Equacdo 5). Tanto o LQ como o LD sdo expressos como concentracao,

considerando a preciséo e a exatiddao do método (INMETRO, 2011).

S
LQ=10x—
Q S

Equacéo 5: Calculo do limite de quantificacéo

3.6.4 Exatiddo/Tendéncia

A exatiddo é avaliada numericamente através da tendéncia (INMETRO,
2011). Os processos comumente utilizados para a avaliacdo da exatiddo de um
método sdo: uso de materiais de referéncia certificados (MRC), participagdo em
comparacoes interlaboratoriais e realizacdo de ensaios de recuperacao
(INMETRO, 2011).

A realizacdo de ensaios de recuperacdo é muito utilizada em processos
de validacdo de métodos analiticos. Estes ensaios séo estimados pela analise
de amostras fortificadas com quantidades conhecidas dos analitos. A
fortificacdo dos analitos deve ser feita em pelo menos trés concentracfes

diferentes: baixa, média e alta, da faixa de uso do método (INMETRO, 2011).
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Para andlise de residuos, 0s niveis aceitaveis em ensaios de
recuperagdo encontram-se entre 70 % e 120 %, porém dependendo da
complexidade analitica e da matriz, estes valores podem ser entre 40 % e 120
% (Ribani et al., 2004). Calcula-se o percentual de recuperacdo através da

Equacéao 6.

R(%) = % x100

3
Equacéo 6: calculo de recuperacéo

Onde: C; = concentragdo determinada apdés a fortificacdo; C,
concentracdo determinada na amostra ndo fortificada (branco); Cz =

concentracdo esperada para o nivel de fortificacdo

3.6.5 Precisédo

A precisdo de um método é determinada através de situacdes
especificas de medicao, sendo que as trés formas comumente utilizadas sao a
repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade e sdo usualmente
expressas pelo desvio padrao e coeficiente de variacdo (INMETRO, 2011).

A repetitividade é o grau de concordancia entre os resultados de
medigcOes repetidas de uma mesma medida, efetuadas sobre as mesmas
condicbes de medicdo, ou seja, mesmo procedimento de medicdo, mesmo
observador, mesmo instrumento usado nas mesmas condi¢cdes, mesmo local e
curto espaco de tempo (Ribani, 2004). J4 a precisdo intermediaria refere-se a
precisdo avaliada sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes,
utiizando o mesmo método, no mesmo laboratorio ou em laboratorios
diferentes, variando uma das seguintes condicdes: diferentes analistas,
diferentes equipamentos ou diferentes tempos. O objetivo da avaliacdo da
precisao intermediaria € verificar que no mesmo laboratério o método fornecera
0s mesmos resultados (Ribani et al., 2004). A reprodutibilidade é um
componente de validacdo que avalia o desempenho do método em relacdo aos

dados de validacéo obtidos por outro laboratorio, ou seja, esta relacionado com
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a comparacao interlaboratorial e por isso neste trabalho ndo sera avaliado
(INMETRO, 2011).

A precis@o é expressa pela estimativa do desvio padrdo absoluto (s) e
desvio padrao relativo (% DPR) ou coeficiente de variacdo (% CV) que podem
ser calculados através da Equacdo 7 e da Equacdo 8, respectivamente
(INMETRO, 2011). A precisdo requerida para analise de tracos em amostras

ambientais requer % CV com valor até 20 % (Ribani et al., 2004).

oo [ ]

n-1

Equacéo 7. Célculo do desvio padrdo absoluto

Onde X; é a area do pico, ou seja, o valor de uma medicdo; Xmedia € @
meédia dos picos da mesma concentracdo, ou seja, € a média aritmética de um
pequeno numero de medi¢cdes; n é o numero de vezes que a mesma

concentragéo foi injetada (n=7).

S

CV (%) = x100

média

Equacéo 8: calculo de variacdo de concentracdo

Onde: s = estimativa do desvio padrdo absoluto; X, = média de uma

série de medidas (replicatas).

3.6.6 Efeito de matriz

Efeito de matriz € caracterizado por uma diferenca de resposta no
detector, para determinado analito, entre padrdes preparados no solvente e no
extrato da matriz. Este efeito pode ser observado pelo acréscimo ou
decréscimo do sinal, dependendo da estrutura quimica do analito e do tipo de
matriz analisada. Outros fatores que podem influenciar no efeito de matriz sdo
as condi¢cbes cromatograficas, associadas ao injetor, coluna e detector
(Hajslova et al., 1998).
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Existem alguns métodos para minimizar o efeito de matriz, sendo que,
nenhum capaz de eliminar completamente tal efeito. Entre os métodos
propostos para compensar o efeito de matriz, estdo o preparo da curva
analitica na matriz, formas de injecdo (como a técnica denominada de
temperatura programada de vaporizacdo-TPV), o uso de analitos protetores,
limpeza dos extratos, funcéo de correcdo e método de adi¢do de padrao (Pinho
et al., 2009).

A presenca ou ndo do efeito matriz pode ser constatada através da
comparacao entre solucbes analiticas dos compostos a serem analisados
preparados no solvente puro e no extrato da matriz e calculado através da
Equacéo 9 e este efeito pode ser classificado como baixo ( -20 < % C < +20),
moderado (- 50 <% C < - 20 ou + 20 < %C < + 50) ou alto (% C < -50 ou % C >
+ 50) (Economou et al., 2009a).

%EF =1oox[1—s—mj
Ss

Equacéao 9: Calculo de efeito de matriz

Onde: Sm = coeficiente angular da curva preparada na matriz;

Ss = coeficiente angular da curva preparada no solvente
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tintas utilizadas para os testes

Inicialmente foi realizado um levantamento das principais tintas anti-
incrustantes utilizadas pelo polo naval de Rio Grande. Este levantamento foi
feito através de entrevistas com funcionarios do Porto do Rio Grande e
Estaleiro Rio Grande. Dessa forma, chegou-se aos seguintes produtos: Micron
Premium International®, Tritdo International®, Super Marine AF IONEX MB

Renner®, AF 870 Renner®.

4.2 Reagentes, Solventes e Materiais

Para andlise de compostos em baixas concentracées como ng mL™ e ug
kg™, todos os reagentes e solventes utilizados devem possuir alto grau de
pureza, de modo que eventuais impurezas ndo interfiram nas analises. Dessa
forma, todos os reagentes utilizados foram grau analise de residuo como

apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Regentes utilizados nas anélises.

Reagente Fornecedor Grau de pureza Caracteristica
/solvente do adsorvente
Diclorometano J.T.Baker®, analise de residuo -
Hexano J.T.Baker®, analise de residuo -
Acetato de etila Mallinckrodt® analise de residuo -
Agua Millipore Direct-Q ultra pura resistividade de
uva® 18,2 MQ cm)
Coluna HLB Oasis Waters® - 30 yum, 60 mg

4.3 Limpeza da Vidraria

A vidraria e o0s objetos utilizados foram lavados cuidadosamente para
garantir a auséncia de interferentes e/ou contaminantes, onde o procedimento
inicial foi lavagem com uma solucdo de detergente anibnico alcalino (5 %, v/v)

Detertec® (Vetec), com posterior imersdo nesta solugdo por 12 a 24 h.
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Posteriormente foi feito um enxagle abundante com agua corrente e imersao
por 12 a 24 h em solugédo de &cido nitrico (5 %, v/v). A vidraria foi depois
enxaguada abundantemente com &gua corrente e seca em estufa com
circulacao forcada de ar a 35 °C. Imediatamente antes do uso, com o auxilio de
uma pipeta Pasteur, a vidraria foi rinsada trés vezes com acetona P.A., seguido

de trés rinsadas com n-hexano.

4.4 Controle analitico

A confiabilidade dos dados gerados deve ser conhecida em todos os
trabalhos cientificos. Desta forma, durante as etapas de otimizacéo e validacdo
do método foram utilizados padréo interno, padrdo de recuperacdo e padrdes
externos de todos os biocidas determinados. Os padrbes analiticos utilizados
para o desenvolvimento deste trabalho, bem como seus fornecedores e graus

de pureza estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Padrdes utilizados no desenvolvimento do trabalho

Composto Padréo Fornecedor Pureza Lote Validade
TCMTB externo Waterstone Technology 97,6 % 0826-3 2012
(liquido)

DCOIT externo Waterstone Technology 98,5% 64359-81-5 2012
(solido)

Irgarol externo Sigma Aldrich 98,6 % 6338X 04/12/2013
(solido)

Clorotalonil externo Sigma Aldrich 99,3% SZE7296X 23/10/2014
(solido)

Diclofluanida externo Sigma Aldrich 98,2 % 9028X 28/01/2013
(sélido)

Atrazina d-5 recuperagao Fluka 99,6 % SZE9299X 26/10/2012
(sélido)

TCMX interno Dr. Ehrenstorfer 98,5 % 60831 09/2012
(sélido)

O padréo de recuperacado (PR) € um composto adicionado em uma
concentracdo conhecida logo no inicio do processo, antes da extracdo, esse
composto € quantificado no final de todo procedimento para verificar a
ocorréncia de perdas ou contaminacdo (Lancas, 2004). O padrao de

recuperacao utilizado para o presente trabalho foi a atrazina-d5.
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O padréo interno (PI) € um composto adicionado ao extrato da amostra
cujas concentracbes pretende-se determinar. Essa fortificacdo € feita
imediatamente antes da inje¢do no sistema cromatogréfico, de forma que o PI
monitore possiveis interferéncias na analise. Para tal, o Pl deve ser um
composto com propriedades quimicas semelhantes a dos analitos de interesse,
nao ser encontrado no ambiente e estar disponivel em elevado grau de pureza.
Para utlizagdo do Pl, o mesmo deve ser adicionado a amostra em
concentracfes proximas do que se espera encontrar para os demais analitos,
além de ser bem resolvido dos demais picos. Este procedimento é
extremamente Util, pois corrige variacdes de volume da injecdo que podem
ocorrer, bem como na resposta do equipamento (Lancas, 2004). Para o
presente trabalho o padréo interno utilizado foi o TCMX.

O padrao externo (PE) é um composto utilizado para a quantificacdo dos
analitos em questdo. Esse método compara o tempo de retencdo e a area da
substancia a ser quantificada na amostra com os tempos de retencéo e areas
obtidas desta mesma substancia em solucbes padrdo de concentracdes
conhecidas (Lancas, 2004). Os padrbes externos utilizados no presente
trabalho foram: TCMTB, DCOIT, Irgarol, Clorotalonil e Diclofluanida.

Os fatores de resposta, juntamente com os tempos de retencao obtidos
para cada um dos padrées externos, sdo agrupados gerando uma curva de
calibracdo que € utilizada posteriormente na quantificacdo das amostras,

determinando a concentragédo do analito (Langas, 2004).

4.5 Preparo das solucdes analiticas

As solucBes analiticas estoque foram preparadas pela dissolucdo dos
padrdes solidos clorotalonil, diclofluanida, DCOIT, TCMX e irgarol, em acetato
de etila na concentracdo de 1 mg mL™. O padrdo TCMTB foi diluido e
preparado na concentracdo de 0,5 mg mL™' e a atrazina-d5 (padrdo de
recuperacdo) foi preparada na concentracdo de 150 pg mL™. As solucdes
foram armazenadas em frasco ambar e estocadas a -18 °C. A partir das
solucbes estoque de 1 mg mL™ e 0,5 mg mL™ foram preparadas solucdes
estoque de concentra¢es de 100 pg mL™. A partir desta solucéo estoque, foi
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preparada uma solucéo trabalho contendo a mistura dos padrbes externos e do
padrdo de recuperacdo, nas concentracdes de 1000 ng mL™. Diluicdes de 500,
250, 200, 175, 150, 100, 75, 50, 25, 10, 5 e 2,5 ng mL™, foram preparadas para
otimizacao da separacao cromatografica por CG-EM, bem como para o preparo
das curvas analiticas e fortificacdo das amostras, sendo que as diluicbes eram
preparadas no dia em que seriam utilizadas. Todas as concentragdes das
solugdes foram corrigidas pelo percentual de pureza do padréo utilizado. Para
obter melhor linearidade, optou-se por preparar duas faixas de concentracdes
para construcdo das curvas sendo classificadas como curva baixa (5 a 100 ng
mL™Y) e curva alta (100 a 500 ng mL™).

4.6 Otimizacao do sistema cromatografico

As andlises dos compostos de interesse foram realizadas em um
cromatografo de fase gasosa equipado com um amostrador automatico, injetor
Split/Splitless, e detector de espectrometria de massas tipo quadrupolo (Perkin
Elmer modelo Clarus 500 MS) (Figura 1). Foi utilizada coluna cromatografica
capilar Elite - 5MS (5 % difenil — 95 % dimetil polisiloxano) com 30 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno e revestida internamente com 0,25
um de filme. O modo de injecéo foi splitless, com fluxo de 50 mL de hélio apés
1 min, e temperatura do injetor de 280 °C. O volume de injecéo foi 50 pL e o
gas carreador foi hélio com fluxo constante de 1,5 mL min™. A temperatura do
forno foi programada em 55 °C min™; 20°C min™ por 4min até 240 °C; 10 °C
min™ por 1,75 min até 280 °C. O tempo total de corrida foi de 20 min.

O espectrometro de massas foi otimizado no modo de aquisi¢cao SIFI (do
inglés Selected lon and Full lon Scanning), que em portugués significa ion
selecionado e escaneamento completo de ion, onde o equipamento CG-EM da
Perkin Elmer Clarus 500 realiza, em uma Unica injecao, a aquisicdo pelo modo
full scan (que é programado para analisar as massas determinadas que no
presente trabalho foi de 70 a 350 m/z) e monitoramento seletivo de ions (SIM -
do inglés Single lon Monitoring). A quantificacdo foi feita pelo modo de

monitoramento seletivo de ions. A temperatura da fonte foi mantida a 200 °C e
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a temperatura da linha de transferéncia a 280 °C. A taxa de aquisicéo foi 2,5

scans seg™ e a energia de ionizac&o (por impacto de elétrons) de 70 eV.

Figura 1. CG-EM Perkin EImer modelo Clarus 500 MS

Os ions monitorados (um para quantificacdo e dois para confirmacéo),

ou seja, as massas dos principais fragmentos moleculares (m/z) resultantes da

quebra, utilizados para a identificacdo dos compostos estudados, bem como

suas respectivas massas molares e

tempo de

retengdo na coluna

cromatografica de cada composto, encontram-se descritos na Tabela 6.

Tabela 6: Massa molar (MM), tempo de retencéo (tgr) e seus respectivos ions

de quantificacéo (Q) e confirmacgéo (C 1 e C 2) dos compostos analisados.

Compostos MM 1 tr Q c1 - c2

(g mol™) (min) (m/z) (m/z) (m/z)
TCMX (PI) 243,95 9,70 207 209 244
Atrazina d5 (PR) 220,71 10,30 205 220 105
Clorotalonil 265,9 10,68 266 264 123
Diclofluanida 333,2 11,69 123 167 224
DCOIT 213,3 12,43 169 182 123
Irgarol 2534 12,56 182 238 253
TCMTB 238,4 13,60 180 108 136

Pl = padréo interno; PR = padréo de recuperacéo.

4.7 Validacdo do método

Os parametros avaliados para a validacdo do método analitico foram:

curva analitica e linearidade, LD e LQ (do instrumento e do método), precisao
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(intermediaria e repetitividade) e exatidao (expresso em percentual (%) de

recuperacéao), avaliacdo do efeito de matriz.

4.7.1 Curva analitica e linearidade

A linearidade da resposta do instrumento e do método foi avaliada pela
construcdo de curvas analiticas através de padronizacdo externa no solvente e
por superposicao da matriz.

O método de superposigcao de matriz (“matrix-matched”) consiste na
adicdo do padrdo das substancias a serem determinadas em diversas
concentracfes em uma matriz similar & da amostra, isenta das substancias, e
através das respostas do equipamento, é realizada a construcéo do grafico de
calibracdo relacionando as &reas obtidas com as concentracfes dos padrées.
O método de superposicdo de matriz pode ser utilizado para calibracdo, tanto
com a padronizacao interna como com a padronizacdo externa. Este método &
usado para compensar o efeito da matriz ou de possiveis interferentes e é de
muito importante em determinacées quando a matriz pode interferir na pré-
concentracdo, extracdo, separacdo ou deteccdo das substancias de interesse
(Ribani et al., 2004).

Para padronizacdo externa por superposicdo da matriz foram
preparadas as solucdes analiticas através de diluicdes da solucdo padrédo nas
concentracfes de 2,5; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 125; 150; 175; 200; 250 e 500 ng
mL™ realizadas com o extrato da matriz e extraidas por EFS. A padronizacdo
externa no solvente foi realizada por diluicbes da solucdo padréo (trabalho)
com acetato de etila. Cada solucdo foi injetada trés vezes no CG-EM, e a

concentracéo foi obtida com auxilio do software do equipamento.

4.7.2 Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacéo (LQ)

O limite de deteccéo do instrumento (LDi) e o limite de quantificacdo do
instrumento (LQi) foram estimados a partir da relacdo sinal/ruido, para cada
composto, sendo considerado no minimo 3 vezes a razdo do sinal pela linha de

base para o LD e 10 vezes a razdo do sinal/ruido para o LQ.
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Os limites de deteccdo e quantificacdo do instrumento foram obtidos
através de padronizacdo externa no solvente, pelo preparo de solucdes
analiticas de diferentes concentracdes em acetato de etila. J4, os limites de
deteccdo (LDn) e quantificacdo (LQn) do método empregado foram obtidos
pela adicdo de solucbes analiticas de diferentes concentracdes, preparadas
através de diluicbes da solucdo padréo trabalho com o extrato da matriz,
extraido por EFS e considerando-se o fator de concentracdo, que foi de 200

vVezes.

4.7.3 Exatidéo (ensaios de recuperacgéao)

A exatiddo do método foi avaliada em termos de recuperacao, em trés
niveis de fortificacdo, considerando o LQ, 2 x LQ e 10 x LQ, nas concentracdes
25, 50 e 250 ng mL™, respectivamente. Cada nivel de fortificacéo foi extraido e
injetado em triplicata no equipamento. Para a quantificacdo dos analitos foi
utilizada a concentracdo do padréo diluido no extrato da matriz. Os célculos
foram feitos de acordo com aEquacédo 6, sendo expressa em porcentagem de

recuperacao.

4.7.4 Precisao (repetitividade e preciséo intermediaria)

A precisdo do método foi avaliada em funcdo da repetitividade e da
precisdo intermediaria. Para o estudo da repetitividade foi realizada a extracao
por EFS em 3 niveis de fortificacdo (LQ, 2 x LQ e 10 x LQ), com 7 réplicas de
cada nivel, e trés injecdes de cada e calculado o % CV. A precisdo
intermediaria foi avaliada com dois analistas, em diferentes dias, injetando uma
curva analitica nas concentracdes de 5, 10, 25, 50, 75 e 100 ng mL™ cada um
no CG-EM. O valor numérico para avaliar a precisao, % CV, foi calculado

através da Equacao 8. (Ribani et al., 2004)

4.7.5 Efeito de matriz
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Para verificar a ocorréncia do efeito de matriz foi injetado no sistema
cromatografico a solugcdo padrdo com a mistura dos compostos diluida em
acetato de etila e a solugdo padrdo diluida com o extrato da matriz extraido por

EFS. O célculo do efeito de matriz foi realizado conforme a Equacéo 9.

4.8 Experimento

Placas metdlicas galvanizadas de 25 cm?® foram pintadas

separadamente, ambas as faces, com as tintas Micron Premium International®,
Tritdo International®, Supermarine AF IONEX MB Renner®, AF 870 Renner®,
seguindo os critérios recomendados pelos respectivos fabricantes. Apds
completa secagem da pintura, as placas foram fixadas por fios inertes de néilon
e submersas em agua ultrapura e em agua do mar sintética (salinidade 30), em
dois experimentos distintos (Figura 2). O experimento foi realizado em triplicata
utilizando béqueres de 600 mL, contendo 600 mL de agua ultrapura e agua do
mar sintética. Os béqueres foram envoltos individualmente com papel aluminio
e mantidos em agitador orbital (velocidade 24 rpm) por um periodo de 10 dias
sob temperatura ambiente (= 20 °C) e cobertos totalmente com papel aluminio

para evitar a fotodegradacao.

ApoOs este periodo, esperava-se que uma série de compostos fossem
liberados para o meio liquido, considerado solucdo teste. Imediatamente apos
o término da exposicao, a solugdo presente em cada béquer foi separada em
trés aliquotas iguais de 200 mL,sendo que os analitos de interesse foram pré-
concentrados utilizando EFS. Os cartuchos, ap0s estarem completamente
secos, foram congelados até o momento da eluicdo e determinacdo dos
analitos (maximo de 60 dias).
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Figura 2. Experimento realizado para lixiviar os biocidas presentes nas tintas

anti-incrustantes utilizadas neste estudo (em triplicata)

4.9 Processamento das amostras

4.9.1 Extracao dos analitos

O método de extracdo mais utilizado para realizar determinacdes de
compostos presentes em baixas concentragbes em matrizes aquosas e
posteriormente transferi-los para um solvente organico apropriado a anélise, é
a extracdo em fase sdlida.

Devido aos biocidas organicos selecionados para a realizacdo deste
trabalho apresentarem ampla faixa de polaridade, a utilizacdo de colunas
OASIS® HLB, ou seja, hidrofilic-lipofilic balance, compostas por igual parte de
dois mondémeros, um hidrofilico (vinilpirrolidina) e um lipofilico (divinilbenzeno),
demonstra ser a opcdo mais indicada. A parte hidrofilica do polimero contribui
com um aumento da polaridade da fase soélida, enquanto que a lipofilica
aumenta a area da superficie de retencdo. Desta forma, o processamento das
amostras foi feito utilizando esta técnica com base na metodologia descrita por
Aguera e colaboradores (, 2000).

Um volume de 200 mL de amostra foi percolado por colunas OASIS®
HLB contendo 60 mg do adsorvente. As colunas foram previamente

condicionadas com 5 mL de acetato de etila, 5 mL de metanol e 4 mL de agua
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ultra pura. Antes da eluicdo, os cartuchos foram secos sob suave fluxo de
nitrogénio, embalados com papel aluminio e armazenados a — 20 °C por trés
dias. A eluicdo dos analitos foi feita com 2 aliquotas de 2 mL de acetato de
etila, com intervalo de 5 min entre as aliquotas. Posteriormente, o extrato foi
evaporado sob fluxo suave de nitrogénio a 0,9 mL. Este volume foi transferido
para frascos (vials) especificos contendo um volume de 100 pL de TCMX (100
ng mL™) como padréo interno. Posteriormente as amostras foram analisadas

em sistema CG-EM.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo dos analitos

Os analitos foram identificados considerando os tempos de retencéo
obtidos através da inje¢cdo de uma mistura de padrbes auténticos e também
através da comparacdo dos seus espectros com 0s espectros obtidos com o0s
padrdes e os contidos na biblioteca NIST do equipamento.

A Figura 3 apresenta o cromatograma dos analitos de interesse com
seus respectivos tempos de retencdo e ions de quantificacdo (Q). Os
parametros avaliados para a verificagdo da eficiéncia de separacdo dos
analitos demonstraram que o método foi eficiente, com todos os indices dentro
dos niveis aceitaveis para métodos que separam que determinam multiplos
componentes. O método empregado obteve separacao de 100 % entre 0s
pares de compostos. Os valores de Rs superiores a 1,5 indicam uma
separacao completa, e valores de k superiores a 0,5 estando dentro dos limites
aceitaveis para métodos onde ocorra a separacdo de multiplos analitos e
valores de o superiores a 1, com picos estreitos (Tabela 7) (Collins et al.,
2006). Desta forma, a mistura dos cinco biocidas analisados nas condi¢cdes

determinadas apresentou boa resolucéo, retencéo e seletividade.

, 05-Mar-2011 + 13:34:48
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Figura 3. Cromatograma da mistura dos padrdes analiticos na concentracdo de

1pg mL™ com os respectivos tempos de retencdo e fragmentos monitorados.
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Tabela 7: Tempo de retencéo, fator de retencéo, resolucao e fator de

separacao dos cinco biocidas determinados.

Biocida t, k Rs a
Clorotalonil 10,7 0,6
Diclofluanida 11,7 0,7 1,9 1,3
DCOIT 12,4 0,7 2,0 1,2
Irgarol 126 0,8 1,9 1,1
TCMTB 13,6 0,9 25 1,2

TR: tempo de retencao; k: fator de retengéo;
Rs: resolucéo; a.: fator de separacao.

5.2 Validac&o do método

5.2.1 Curva analitica e linearidade

A andlise dos dados das curvas analiticas e das equacfes das retas
comprova que o modelo de regresséao linear para as determinacdes analiticas
em questdo é adequado, com valores para os coeficientes de correlacéo (r)
maiores que 0,998, os quais se enquadram dentro das recomendacgdes pelos
orgaos regulamentadores (INMETRO, 2011). Os parametros de linearidade
obtidos através de calibracdo externa e superposi¢cdo na matriz para o método

de EFS e CG-EM séo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Resultados obtidos para calibragédo dos biocidas preparados no

solvente e no extrato da matriz (Agua ultrapura) empregando EFS e CG-EM

Biocidas Curva analitica no solvente Curva analitica na matriz
r r

Atrazinad5  Y=0,000698x + 0,00161 Y=0,00206x — 0,0105
0,998 0,999

Clorotalonil Y=0,00166x — 0,00361 Y=0,00322x — 0,0161
0,999 0,999

Diclofluanida Y=0,00428x — 0,0179 Y=0,00508x — 0,0312
0,999 0,999

DCOIT Y=0,00287x — 0,00453 Y=0,00177x — 0,00867
0,999 0,999

Irgarol Y=0,0110x — 0,0434 Y=0,00762x — 0,05119
0,999 0,999

TCMTB Y=0,00174x — 0,00362 Y=0,00191x — 0,0106

0,999 0,999




52

5.2.2 Limites de deteccao e quantificacao

Os limites de deteccdo e quantificacdo para o instrumento (LDi, LQI) e
para 0 método (LDm, LQm) analisados por CG-EM sao apresentados na
Tabela 9 em ng mL™. Os limites de deteccdo do método foram de 0,0125 ng
mL™ para a maioria dos compostos, exceto para o TCMTB que foi 0,025 ng mL"
! Em um estudo semelhante, Aguera et al (, 2000) obtiveram um LDy, de
0,0025 ng mL™ para clorotalonil e diclorofuanida, 0,0012 ng mL™ para irgarol e
0,003 ng mL™ para TCMTB.

Tabela 9: Limites de deteccéio e quantificacdo (ng mL™) do instrumento e do

método (n = 3)

Biocida LD; LQ; LD LQm
Atrazina 25 10 0,0125 0,05
Clorotalonil 25 10 0,0125 0,05
Diclofluanida 2,5 10 0,0125 0,05

DCOIT 25 10 10,0125 0,05
Irgarol 25 10 0,0125 0,05
TCMB 50 25 0,025 0,125

As Figuras 4 e 5 apresentam as respostas cromatogréaficas da altura do
pico com a relagéo sinal/ruido no nivel de LD e LQ para o composto TCMTB,
respectivamente, que foi o composto que apresentou menor detectabilidade
dentre os analisados. A relacao sinal/ruido para o LD foi de 3,83 e LQ foi 12,80,
dentro das recomendacfes que sdo 3 e 10, respectivamente (Ribani et al.,
2004).
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Figura 5. Cromatograma do composto TCMTB na concentracdo de 25ng mL™
com a relagdo sinal/ruido do LQ

Considerando concentracées ambientais destes compostos, Aguera et al
(, 2000) analisaram amostras de agua oriundas de trés marinas em Almeria
(Espanha). Irgarol foi detectado em todas as amostras analisadas, com
concentracdes variando de 25 a 450 ng L™. Entretanto, nesse mesmo estudo
os demais biocidas ndo foram detectados em concentracfes significativas.
Similarmente, Harino e colaboradores (, 2007c) realizaram em estudo de
monitoramento no porto de Osaka (Jap&o) com alguns biocidas utilizados em
tintas anti-incrustantes. Concentracdes relativamente baixas foram detectadas
para DCOIT (0,003-0,004 ng mL™) e Irgarol (0,0008-0,267 ng mL™).
Lambropoulou et al (, 2000) também analisaram fungicidas em amostras de
dgua de marinas das cidades Igoumenitsa, Preveza and Patras (Grécia).
Clorotalonil e diclofluanida foram encontrados em niveis de 0,017 a 0,055 e
0,006 a 0,056 ng mL*, respectivamente. DCOIT foi detectado em
concentracdes de até 3.300 ng L™ em amostras de agua coletadas de marinas
ao longo da costa da Espanha. Concentracdes mais baixas de até a 49 ng L™
foram detectados em marinas da Grécia, enquanto todos os outros estudos na
Europa e na América ndo conseguiram detectar DCOIT em concentracbes >
LDs. (Harino et al., 2008a)

De acordo com os dados observados em estudos que avaliam a
presenca destes biocidas em agua, os limites de deteccdo e quantificacdo
obtidos para o presente método podem ser considerados satisfatérios. O fator
de pré-concentracdo foi de 200, portanto estes limites ainda poderiam ser
melhorados, ou seja, a obtencdo de limites inferiores se tornaria possivel

utilizando um volume maior de amostra, aumentando o fator de pré-
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concentracdo em funcdo da capacidade do cartucho utilizado durante a

extracao.

5.2.3 Exatidao (ensaios de recuperacao)

Os resultados da avaliacdo de exatiddo do método realizados para
validacdo em trés niveis de concentracdo foram expressos em percentual de
recuperacao e esta apresentado na

Tabela 10. Os valores de recuperacdo variaram entre 99 e 117 9%,
engquanto que os desvios padrao relativos variaram entre 0,07 e 10,3%. Esses
resultados estdo dentro da faixa aceitavel para analise de residuos, onde uma
recuperagdo entre 70 e 120 % e um desvio padrdo relativo < 20 % é
considerada normal (INMETRO, 2011). Resultados semelhantes foram obtidos
por Thomas et al. (2000) que determinaram um grupo de biocidas em
sedimentos costeiros do Reino Unido, e encontraram recuperacdes que

variaram entre 102 e 123 %.

Tabela 10. Dados dos ensaios de exatiddo para determinacdo de um grupo de

(cinco) biocidas determinados em matriz aquosa (n = 3)

Composto Nivel de fortificagdo Recuperacdo CV

ng mL™ % %

Atrazina d5 0,125 112 2,8
0,25 116 3,1

1,25 102 4.0

Clorotalonil 0,125 100 1,1
0,25 100 1,2

1,25 108 10,3

Diclofluanida 0,125 101 2,8
0,25 104 3,1

1,25 117 1,6

DCOIT 0,125 112 4,3
0,25 108 3,1

1,25 100 0,9

Irgarol 0,125 102 2,8
0,25 101 1,3

1,25 99 0,07

TCMTB 0,125 101 1,2
0,25 101 1,2

1,25 105 6,1




55

5.2.4 Precisao

Os resultados de repetitividade para os analitos de interesse séao
apresentados na Tabela 11 em trés niveis de fortificacao (0,125; 0,25 e 1,25 ng
mL™) com sete repetices de cada concentraco e trés injecdes de cada nivel.
Conforme mostrado, todos os compostos exceto a atrazina d5, apresentaram
coeficientes de variacdo maiores para as concentracdes menores. Esse tipo de
variacdo € frequentemente reportado em estudos que objetivam determinar
compostos em niveis trago, sobretudo nas concentracdes mais baixas.
(Economou et al., 2009a) Apesar disso, os valores de repetitividade foram
satisfatorios, uma vez que na quantificacdo de elementos em baixos niveis de
concentracdo (ng mL™) s&do aceitaveis valores de até 20 % (Ribani et al., 2004).
Da mesma forma, os valores de preciséo intermediaria, determinados conforme
o item 4.7.4, também foram inferiores a esse limite, sendo que nao foi
observada variacao significativa entre as médias dos valores encontrados para
a precisdo intermediaria para analistas diferentes, confirmando a
reprodutibilidade intralaboratorial (INMETRO, 2011) (Tabela 12).

Tabela 11. Ensaios de repetitividade em diferentes niveis de fortificacdo. (n = 7)

Biocida Nivel de fortificacdo Recuperagdo CV
(ng mL™) % %

Atrazina d5 0,125 110 6,0
0,25 113 7,2

1,25 104 5,2

Clorotalonil 0,125 102 55
0,25 101 4,6

1,25 100 2,1

Diclofluanida 0,125 102 59
0,25 104 6,0

1,25 115 4,5

DCOIT 0,125 110 8,3
0,25 108 9,4

1,25 102 4,7

Irgarol 0,125 104 50
0,25 102 4,5

1,25 101 4,4

TCMTB 0,125 102 3,7
0,25 101 4,4

1,25 1041 52
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Tabela 12. Resultados da avaliacdo da precisao intermediaria, obtida para

diferentes analistas (A e B) (n = 3)

Composto CVA CVB
% %
Atrazina d5 4,27 2,56
Clorotalonil 3,62 3,17
Diclofluanida 1,92 4,02
DCOIT 3,03 3,75
Irgarol 4,48 4,93
TCMTB 8,25 3,37

5.2.5 Efeito de matriz

Os experimentos demonstraram que a analise dos analitos em uma
matriz 4gua ultra-pura apresentaram efeito de matriz variavel de acordo com o
analito analisado, visto que este efeito representa a interferéncia de outros
compostos presentes na matriz analisada sobre a eficiéncia da ionizacdo do
analito de interesse, sendo, portanto especifica para o analito e matriz em

questéao (Figura 6 e Tabela 13).

Tabela 13. Valores dos coeficientes angulares das curvas preparadas no

solvente e na matriz e % de efeito de matriz calculado para cada analito (n = 3)

Coeficiente angular da Coeficiente angular da Efeito de
Composto Curva Solvente curva matriz Matriz (%) Nivel
Atrazina d5 0,0006983 0,00206231 195,3 alto
Clorotalonil 0,0016619 0,00322643 94,1 alto
Diclofluanida 0,0042893 0,00508833 18,6 baixo
DCOIT 0,0028714 0,00177028 -38,4 médio
Irgarol 0,0110805 0,00762260 -31,2 meédio

TCMTB 0,0017485 0,00191818 9,7 baixo
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Figura 6. Comparacédo das inclinagbes das Curvas analiticas preparadas no

extrato da matriz aquosa (agua ultrapura) e no solvente

Considerando que efeito matriz inferior a 20% é considerado baixo
(Economou et al., 2009b), TCMTB (9,7%) e diclofluanida (18,6%) apresentaram
efeito matriz desprezivel. Por outro lado, os analitos DCOIT (-38,4%) e Irgarol (-
31,2%) apresentaram efeito matriz moderado, ocorrendo uma supressao no
sinal cromatografico (sinal negativo). Ja atrazina d5 e clorotalonil apresentaram
um aumento do sinal cromatografico (195 e 94 %, respectivamente), sendo o
efeito de matriz considerado alto para estes analitos. O exato mecanismo de

supressdo ou aumento do fator de resposta € desconhecido, porém as
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propriedades fisico-quimicas do analito como também as condicOes
cromatograficas do sistema utilizado (como injetor, coluna cromatogréafica e
detector) também influenciam na resposta do efeito de matriz (Pinho, 2009).
Varios sdo os métodos para minimizar o efeito de matriz (como curva
analitica na matriz, formas de injecdo, analitos protetores, limpeza dos extratos,
método de adicdo de padrédo). Entretanto, nenhum deles € capaz de elimina-lo
totalmente. A escolha de método apropriado depende dos analitos analisados,
do método analitico, das condi¢cbes do equipamento e da disponibilidade de
tempo e recursos. O mais comum € o uso de solucdes padrdo preparadas no

proprio extrato da matriz, o qual foi utilizado no presente trabalho.

5.3 Experimento das tintas

Este experimento avaliou a presenca dos biocidas DCOIT, Irgarol,
Clorotalonil, TCMTB e Diclofluanida em 4 tintas anti-incrustantes mais
comumente utilizadas em estaleiros da regido do porto de Rio Grande. Os
resultados ndo caracterizam a constituicdo integral das tintas, uma vez que o0s
analitos foram medidos na agua e ndo nas tintas, onde as condi¢bes
experimentais ndo garantiram a completa liberacdo dos biocidas presentes.
Entretanto, mesmo com tais limitacbes, este estudo representa uma grande
contribuicdo para o conhecimento de quais biocidas sao utilizados em/liberados
de tintas anti-incrustantes de terceira geracdo, visto que estas tintas nao
indicam no rétulo os principios ativos empregados.

O experimento realizado foi baseado e adaptado de dois métodos
padronizados que determinam a taxa de libera¢do dos biocidas em tintas anti-
incrustantes. Um € o método de Ketchum que foi projetado no Instituto
Oceanografico Woods Hole (EUA), o qual mediu a taxa de liberacdo de cobre
de tintas anti-incrustantes. Este método foi desenvolvido para fornecer um
procedimento laboratorial estatico para medir as taxas de liberagédo de biocidas
que ocorrem durante um periodo de imersdo sob condi¢cdes especificas de
temperatura, pH, salinidade e baixas concentracdes de biocidas. Uma placa
(10 x 15 cm) é revestida duas vezes com tinta anti-incrustante e imersa em um

béquer contendo 1,5 L de dgua do mar sintética sob aeracdo. Apos 1 - 2 horas,
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a concentracdo dos biocidas na agua do mar sintética € determinada por
espectrometria de absorcdo atdbmica em forno de grafite (metais), cromatografia
liguida de alta eficiéncia e cromatografia gasosa (biocidas organicos). O outro
meétodo é baseado nas normas da ASTM/ISO para determinacéo das taxas de
liberacdo de biocidas, tais como a ASTM D5108-90 que descreve o método
padrdo para taxas de liberacdo de organoestanicos em agua do mar, a ASTM
D6442-99 para cobre e a ASTM D6903-07 para DCOIT, CuPT, ZnPT e Irgarol.
Séao baseados no "método de rotacao do cilindro”, onde cilindros (diametro de
64 £ 5 mm) sdo pintados com tinta anti-incrustante e imersos em tanque
contendo agua do mar sintética. Em intervalos de tempos especificos, os
cilindros teste sdo removidos dos tanques e expostos em recipientes contendo
1,5 L de 4gua do mar sintética, submetidos a uma velocidade de rotacao fixa
de 60 £ 5 rpm por 1 hora. A concentracédo do biocida liberado é medida, sendo
esta operacédo repetida em intervalos de tempo definidos (1, 3, 7, 10, 14, 21,
24, 28, 31, 35, 38, 42 e 45 dias). Entédo, sdo calculadas a taxa de liberagéao de
biocida em cada dia de teste, a liberacdo de 14 dias cumulativos (ug/cm?) e a
média da taxa de liberacdo (ug/cm?/dia) de 21 a 45 dias (Takahashi, 2009).

Além desses citados acima, que possibilitam determinar os biocidas
existentes nas tintas, existem outros métodos que determinam taxa de
liberacao, tais como o Método de Domo, que foi desenvolvido pela marinha dos
EUA, destinado a medicdo in situ da liberacdo de cobre utilizando um
dispositivo (domo) de policarbonato fixado na superficie pintada do casco do
navio. (Takahashi, 2009) Outro método foi obtido a partir da experiéncia de
ASTM / ISO para cobre e organoestanicos, sendo baseado no balanco de
massa, onde o volume de tinta seca aplicada, sua carga real de biocidas e
tempo de vida especifico da pintura sdo levados em consideracéo no calculo.
(Takahashi, 2009) E aceito pelas autoridades reguladoras da Associacio
Européia de Fabricantes de tintas (CEPE).

No presente estudo, a analise experimental que avaliou a liberacdo dos
biocidas utilizados nas tintas Micron Premium International®, Tritdo
International®, Supermarine AF IONEX MB Renner® e AF 870 Renner®,
utilizando como veiculo agua ultra pura, revelou a presenca de trés compostos
dentre os cinco determinados. Durante as analises inumeros interferentes

foram liberados pelas tintas, o que dificultou a interpretacdo dos dados



60

cromatograficos. Os cromatogramas gerados na analise de cada tinta
apresentaram perfis distintos, sendo que a tinta Tritdo International® foi a que
apresentou um ndmero maior de interferentes, seguido pela AF 870 Renner®,
Supermarine AF IONEX MB Renner® e, por Ultimo, a Micron Premium
International®.

Na tinta Tritdo International®, o Gnico composto detectado nas condicdes
experimentais testadas foi o TCMTB, numa concentragcdo média relativamente
baixa de 0,20 ng mL™. Tal constatacéo esta de acordo com o fato de que essa
tinta € a mais barata dentre as analisadas, sendo frequentemente empregada
em embarcacdes destinadas a pesca de subsisténcia e necessitando de
repinturas anuais e, as vezes, semestrais. (I. B. Castro, comunicac&o pessoal)

As duas tintas distintas da Renner® analisadas (Supermarine AF IONEX
MB e AF 870) sao utilizadas em condicBes estaticas (como comportas e
equipamentos) e dinamicas (iates, navios, assim como barcos de recreacgao).
Sao constituidas de polimeros organo-metdlicos, com biocidas intensificadores
de alta eficiéncia. (Renner, 2011) Na Supermarine AF IONEX MB foram
encontrados dois desses biocidas, Diclofluanida em concentracdo média de
0,28 ng mL? e o TCMTB de 2,07 ng mL™. J& na AF 870 foi encontrado
somente o0 TCMTB em concentracdo média de 0,42 ng mL™. Segundo as
especificacdes do rétulo, a AF 870 possui baixo teor de 6xido cuproso que,
aliada aos resultados de biocidas encontrados, justificam o maior custo da tinta
Supermarine AF lonex MB em relagéo a AF 870.

A tinta Micron Premium International®, conforme especificado no rétulo,
€ uma tinta de alta performance, muito utilizada em estaleiros, e embarcacdes
de médio e grande porte. Nesta tinta foi liberado o biocida TCMTB, em
concentracdo média de 0,23 ng mL™.

Dados ndo publicados de estudos ecotoxicolégicos realizados no
Laboratério de Microcontaminantes Organicos e Ecotoxicologia Aquéatica
(CONECO) da FURG demonstraram que a tinta Micron Premium International®
apresentou uma maior toxicidade a organismos fitoplanctonicos e

microcustaceos, quando comparada as tintas da marca Renner. (R. S.

! jtalo Braga de Castro; IO-FURG, Rio Grande, Email: italobraga@gmail.com
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Camargo, comunicacdo pessoal)® Entretanto, cabe ressaltar que o experimento
realizado para identificar os biocidas nas tintas analisadas responde t&o
somente aos 5 biocidas validados neste trabalho, o que nao significa que
outros compostos biocidas ndo possam estar presentes, sendo esperados

inclusive compostos organometélicos de cobre e zinco.

% Rafael Camargo Souza, I0-FURG, Rio Grande, Email: rafaelcs17@hotmail.com
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6 CONCLUSOES

O método analitico para determinacdo simultdnea dos biocidas irgarol,
DCOIT, TCMTB, clorotalonil e diclofluanida em matriz aquosa utilizando o
cartucho polimérico HLB e CG-EM atendeu as normas estabelecidas pelos
orgaos reguladores.

Atrazina d5 e clorotalonil analisados em agua ulptra-pura apresentaram
um alto efeito matriz nas condicdes testadas, enquanto irgarol e DCOIT
apresentaram efeito matriz moderado. O efeito matriz sobre diclofluanida e
TCMTB foi considerado desprezivel.

S8o0 quatro as principais tintas anti-incrustantes atualmente
comercializadas na regido portuaria da cidade de Rio Grande (RS, Brasil):
Micron Premium International®, Tritdo International®, Super Marine AF IONEX
MB Renner® e AF 870 Renner®.

O método de lixiviacdo empregado se mostrou eficiente para determinar
a presenca dos biocidas estudados a partir de uma matriz de agua ultrapura.

Dentre os biocidas anti-incrustantes de 32 geracdo analisados, somente
diclofluanida e TCMTB foram encontrados nas tintas empregando o método de

lixiviagao.
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7 RECOMENDACOES FUTURAS

Embora com o desenvolvimento do presente estudo tenha sido possivel
avancar no conhecimento sobre tintas anti-incrustantes, diversas novas
questbes surgiram. Sendo assim, a fim de continuar avancando nesta linha de
pesquisa seria importante a realizacdo de um teste de robustez com &gua
salgada, bem como estudos quanto a aplicabilidade de outros cartuchos
poliméricos como o PS-DVB (copolimero de estireno divinilbenzeno) para o
processo de extracdo e purificacdo em matriz aquosa, visto que tem custo
inferior ao HLB utilizado. Além disso, a otimizacdo de métodos de preparo de
amostras e determinacgéo de biocidas anti-incrustantes em matrizes como agua
salgada/estuarina, sedimento e biota contribuiriam, sobremaneira, para a
execucao de estudos desses biocidas nas areas sob a influéncia de atividades
de navegacdo. Adicionalmente, um novo método incluindo outros biocidas anti-
incrustantes, bem com seus metabdlitos mais relevantes, deve ser otimizado e

validado.
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10 ANEXOS

Anexo A - Otimizacado dos parametros cromatograficos

GC Contraol

Instrument Mame : inst1
Experiment Tirme : 20.00 min
Delay Time - 0.00 min
Run Time - 20.00 min

Injection - AUTO
Injection Yalume : 50.0 pL
Sampling Rate  : 1250000 pte's
Channel DA

Oven Temperature Program :
Initial Temperature : 55 deg for 1.00 min
Ramp 1 : 20.0 deg/min to 240 deg, hold for 4.00 min
Ramp 2 : 10.0 deg/min to 280 deg, haold for 1.75 min

Inlet A - PS5l
Inlet B - MOME
Detector & : NONE
Detector B - NONE

GC Contral

Instrument Mame : inst1 Injection CALTD

Experiment Tirme : 15.00 min Injection %olume : 10.0 pL
Delay Time - 0.00 min Sampling Rate  : 12.50000 ptsfs
Run Time : 15.00 min Channel DA

Cwen Termperature Program :
Initial Temperature : 105 deg for 1.00 min
Famp 1 : 250 deg/min to 180 deg, hald for 0.00 min
Ramp 2 : 5.0 deg/min to 230 deg, haold for 1.00 min

Inlet & - PSS

Inlet B - NOME
Detector A : MNONE
Detectar B © NONE

C Contral

Instrurnent Marme : instl
Experiment Time : 20.00 min
Delay Time - 0.00 rmin
Run Time : 20.00 min

Injection CAUTO
Injection Yolume : 3.0 pL
Sampling Rate  : 12.50000 pts/s
Channel DA

Oven Temperature Program :
Initial Termperature : 55 deg for 1.00 min
Ramp 1 : 20.0 deg/min to 240 deg, hold for 4.00 min
Ramp 2 : 10.0 deg/min to 280 deg, hold for 1.75 min

Inlet A - PSS
Inlet B - NONE
Detectar & : NOME
Detectar B - NOME

G Control

Instrurment Marme : inst] Injection S AUTO
Experiment Time : 20,00 min Injection “olume : 50.0 pL

Delay Time - 0.00 min Sampling Rate  © 12.50000 pts/s
Run Time - 2000 min Channel s

Owen Temperature Program :
Initial Temperature © 55 deg for 1.00 min
Ramp 1 : 20.0 deg/min to 240 deg, hold for 4.00 min
Ramp 2 : 10.0 deg/min to 280 deg, hold for 1.75 min

Inlet & : PSS
Inlet B : MOMNE
Detector & : NOME
Detector B : NOME

SC Contral

Instrurment MName : inst1
Experiment Time : 20.00 min
Delay Time - 0.00 min
Run Time - 20.00 min

Injection S AUTO
Injection “olume : 2.0 pL
Sampling Rate 1250000 ptsfs
Channel DA

Cven Temperature Program :
Initial Temperature : 55 deg for 1.00 min
Ramp 1 : 200 deg/min to 240 deg, hold for 4.00 min
Ramp 2 : 10.0 deg/min to 280 deg, hold for 1.75 min

Inlet A - PSS
Inlet B - MWOME
Detectar & : NOMNE
Detectar B : NOME
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Anexo B - Curvas analiticas dos compostos preparadas na matriz

Compound 1 name: TCMX
Response Factor: 3449.42
Response type: External Std, Area
Curve type: RF

3.80e3

Response-

0 T T T T T T T T T , Conc
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

Compound 2 name: Atrazina d_5

Correlation coefficient: r = 0.999202, "2 = 0.998406

Calibration curve: 0.00206231 * x + -0.0105486

Response type: Internal Std ( Ref 1), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None

0.178+

ResponseT

-0.0105 Y= e, CONe
5.0 15.0 25.0 35.0 45.0 55.0 65.0 75.0 85.0

Compound 3 name: Clorotalonil

Correlation coefficient: r = 0.999155, "2 = 0.998310

Calibration curve: 0.00322643 * x + -0.0161477

Response type: Internal Std ( Ref 1), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None

0.3074

Response

-0.0161" Conc
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0 90.0 100.0
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Compound 4 name: Diclorofluanida

Correlation coefficient: r = 0.999250, "2 = 0.998500

Calibration curve: 0.00508833 * x + -0.0312314

Response type: Internal Std ( Ref 1), Area * (IS Conc. / IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None

0.489+

ResponseT

-0.0312°1 Conc
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0 90.0 100.0

Compound 5 name: DCOIT

Correlation coefficient: r = 0.999249, r"2 = 0.998498

Calibration curve: 0.00177028 * x + -0.00867246

Response type: Internal Std ( Ref 1), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None

0.169-

ResponseT]

-0.008671 Conc
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0 90.0 100.0

Compound 6 name: Irgarol

Correlation coefficient: r = 0.999071, r"2 = 0.998143

Calibration curve: 0.00762260 * x + -0.0519457

Response type: Internal Std ( Ref 1), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None

0.720+

Response’]|

-0.0519'1 Conc
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0 90.0  100.0



Compound 7 name: TCMTB

Correlation coefficient: r = 0.999109, r"2 = 0.998219

Calibration curve: 0.00191818 * x + -0.0106727

Response type: Internal Std ( Ref 1), Area * (IS Conc. / IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None

0.183~

ResponseT]

-0.0107’]
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0

60.0

70.0

80.0

90.0
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Anexo C - Curvas analiticas dos compostos preparadas no solvente

Compound 1 name: TCMX
Response Factor: 6993.70
Response type: External Std, Area
Curve type: RF

1.11e4 %
X
¥
X
Response- g
0 T T T T T T T T T  Conc
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Compound 2 name: Atrazinad_5
Correlation coefficient: r = 0.998061, r'2 = 0.996126
Calibration curve: 0.000698354 * x + 0.00161917
Response type: Internal Std ( Ref 1), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None
0.0666-
Response
-~ e, Conc
5.0 15.0 25.0 35.0 45.0 55.0 65.0 75.0 85.0
Compound 3 name: Clorotalonil
Correlation coefficient: r = 0.999148, "2 = 0.998297
Calibration curve: 0.00166190 * x + -0.00361666
Response type: Internal Std ( Ref 1), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None
0.163
Response-
-0.00362" Conc

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0 90.0 100.0



80

Compound 4 name: Diclorofluanida

Correlation coefficient: r = 0.999134, r"2 = 0.998268

Calibration curve: 0.00428938 * x + -0.0179823

Response type: Internal Std ( Ref 1), Area * (IS Conc. /IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None

0.418+

Response]

-0.01801 Conc
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0 90.0 100.0

Compound 5 name: DCOIT

Correlation coefficient: r = 0.999173, "2 = 0.998347

Calibration curve: 0.00287149 * x + -0.00453665

Response type: Internal Std ( Ref 1), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None

0.288+

Response-]

-0.00454- Conc
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0 90.0 100.0

Compound 6 name: Irgarol

Correlation coefficient: r = 0.999039, r"2 = 0.998079

Calibration curve: 0.0110805 * x + -0.0434335

Response type: Internal Std ( Ref 1), Area * (IS Conc. / IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None

1.084

Response-]

-0.04341 Conc
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0 90.0 100.0

Compound 7 name: TCMTB

Correlation coefficient: r = 0.999078, r'2 = 0.998157

Calibration curve: 0.00174849 * x + -0.00362883

Response type: Internal Std ( Ref 1), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None

0.173+

Response-

-0.00363" Conc
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0 90.0 100.0



Anexo D - Cromatogramas das tintas analisadas
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Anexo E - Espectros dos compostos
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