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“Lembro-me de uma mulher, nessa favela, cuja situacdo me revelou o
significado da pobreza desoladora. Ela segurava um bebé de sete ou meses com uma
gueimadura feia na testa, pois havia caido sobre o fogo que estava sendo usado para

cozinhar. Eu caminhava pelo local e a mulher veio na minha direcéo, implorando ajuda.
Era possivel ver uma enorme mancha azulada na testa da crianca, combinada ao
hematoma. Perguntei o que era aquela mancha, na esperanca de que fosse algum tipo de
iodo. Nada disso. A mae havia ficado desesperada para limpar a ferida, mas ndo tinha
antibidticos, gaze ou agua limpa. Assim, acabou quebrando uma caneta, imaginando
que a tinta fosse a Unica coisa ali ndo contaminada pela sujeira, e derramou o liquido na
testa do bebé.”

- Annie Leonard, A histéria das coisas



RESUMO

Biocidas anti-incrustantes de 32 geracdo formam um grupo de compostos organicos e
organometalicos utilizados em embarcacfes ou estruturas submersas para evitar a
fixacdo de organismos. Dentre os mais utilizados mundialmente est&o o diuron, Irgarol
1051, DCOIT e TCMTB. Esses compostos quando comparados ao TBT (amplamente
utilizado como anti-incrustante até seu banimento mundial em 2008) sd&o menos
persistentes e menos tdxicos ao meio ambiente. No entanto, a escassez de informac6es
sobre 0s niveis ambientais e comportamento ambiental desses compostos, sdo ainda
desconhecidos, 0 que pode comprometer o entendimento do seu potencial impacto ao
meio ambiente. A fim de avaliar a contaminagdo por biocidas anti-incrustantes de 32
geracgdo (Irgarol 1051, diuron, DCOIT e TCMTB) em areas estuarinas sob influéncia de
dois dos principais terminais portuarios da costa brasileira (Sistema Estuarino de Santos
e Sdo Vicente — SESS e Estuério da Lagoa dos Patos — ELP), uma metodologia analitica
foi validada para quantificagdo desses compostos na matriz sedimento, tendo sido
também avaliado o efeito matriz sobre a quantificacdo dos analitos de interesse. O
método analitico utilizando a sonificacéo e a purificagdo por extracdo de fase sdlida foi
validado seguindo as normas estabelecidas por o¢rgdos reguladores (SANTE e
INMETRO). O efeito matriz mostrou comportamentos e intensidades diferentes para
cada analito, bem como para a matriz sedimentos dos distintos ambientes (SESS e
ELP). O efeito matriz foi mais intenso para diuron e Irgarol 1051 quando analisado na
matriz proveniente do estudrio de Santos, enquanto que o DCOIT estava sob maior
efeito matriz quando analisado nos sedimentos de Rio Grande. Irgarol, diuron e DCOIT
foram detectados, porém abaixo do limite de quantificacdo nos sedimentos do SESS. Os
quatro biocidas foram detectados em sedimentos do ELP com concentra¢des variando
entre <LD e 7,7 ng g™* para diuron, <LD e 17,7 ng g™* para Irgarol 1051, <LD e 213,7 ng
g™ para DCOIT e <LD e 2,63 ng g para TCMTB. As maiores concentracdes foram
encontradas nos sedimentos coletados nas proximidades de estaleiros onde séo
realizadas manutencdes de embarcacfes e 0 consequente despejo de particulas de tintas
anti-incrustantes que acabam sendo um reservatdrio de biocidas junto ao sedimento.
Além disso, por serem locais protegidos, sdo ambientes de menor hidrodinamismo o
que ndo favorece o0s processos de dispersdo. Assim, além da presenca do efeito matriz
sobre os biocidas anti-incrustantes em diferentes matrizes de sedimentos, a analise em
amostras ambientais mostrou a contaminacéo por Irgarol, diuron, TCMTB e DCOIT em
estuarios brasileiros sob influéncia de terminais portuérios e estaleiros, o que pode estar
acarretando efeitos deletérios aos organismos destas regides.

Palavras-Chave: Biocidas de 32 geracéo, efeito matriz, sedimentos estuarinos



ABSTRACT

Booster biocides form a group of organic and organometallic compounds used in anti-
fouling paints to prevent the fouling of marine organisms on submerged surfaces or
ships. Among the most used worldwide are diuron, Irgarol 1051, DCOIT and TCMTB.
These compounds compared to TBT (widely used as antifouling until a global ban in
2008) are less persistent and less toxic to the environment. However, the environmental
behavior of these compounds as well as the levels at which they occur in the
environment are still unknown, which limits the ability to understand their
environmental impact. In order to assess the contamination of 3™ generation anti-
fouling biocides (Irgarol 1051, diuron, DCOIT and TCMTB) in estuarine areas at two
major port terminals along the Brazilian coast (Estuarine System of Santos and Sao
Vicente - SESS and the Patos Lagoon Estuary - ELP), an analytical methodology was
validated to quantify these compounds in a sediment matrix, while the matrix effect on
analyzed measurements of interest was also assessed. The analytical method, that uses
sonification and purification by solid phase extraction, was validated following
regulatory agencies’ standards (SANTE and INMETRO). The matrix effect showed
different behaviors and intensities for each analyte, such as different sediment matrices
in each environment (SESS and ELP). The matrix effect was more intense for diuron
and Irgarol 1051 from the estuary of Santos, while for DCOIT the matrix effect was
greater in Rio Grande sediment. Irgarol, Diuron, and DCOIT were detected, but below
the limit of quantification in SESS sediments. The four biocides were detected in ELP
sediments with concentrations ranging from <LOD and 7.7 ng g ** for diuron, <LD and
17.7 ng g™ for Irgarol 1051, <LD and 213.7 ng g * to DCOIT and <LOD and 2.63 ng g™
for TCMTB. The highest concentrations were found in the sediment collected at sites
where ships are maintained at close proximity and consequently where particles are
discharged from anti-fouling paints. These sediments function as reservoirs, continually
releasing biocides into the environment. Moreover, these sites are sheltered and have
smaller scale hydrodynamics, which does not favor the dilution process in these
environments. Thus, in addition to the presence of the matrix effect on the anti-fouling
biocides of different sediment matrices, environmental samples showed contamination
by Irgarol, diuron, TCMTB and DCOIT in Brazilian estuaries that function as port
terminals and shipyards, which may have deleterious effects on the bodies of water in
these regions.

Key words: Booster biocides, contamination; estuarine sediments
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Problemética

As atividades portuarias tém papel fundamental na economia de um pais
devido ao comércio internacional das mercadorias e a geracao de renda. No entanto, séo
atividades que podem gerar impactos ambientais pela sua implementacdo em areas
sensiveis (ex.: estuarios, manguezais), realizacdo de dragagens nos canais de navegacao
(manutencdo ou aprofundamento) ou descarte de residuos gerados por todo terminal
portuario e embarcacdes atracadas nos pieres (LIBES, 2009)

As embarcacOes, por sua vez, sdo 0s principais meios de transporte de cargas
entre paises sem fronteira comum e estdo relacionadas a degradacdo ambiental tanto do
oceano como de zonas costeiras. As embarcacdes sdo fontes de poluicdo para o
ambiente marinho através do lancamento de residuos (sélidos e organicos), queima de
combustivel féssil, emissdes de enxofre e particulas poluentes, contaminantes quimicos
utilizados nas tintas anti-incrustantes e por atuarem como veiculos de disseminacdo de
espécies invasoras através da agua de lastro ou pela bioincrustagdo (BOLLMANN et al.,
2010)

O acumulo de micro-organismos, algas e/ou animais em estruturas naturais
(ex.: rochas, carcacas de baleias) ou artificiais (ex.: pilares, gaiolas de aquicultura)
submersas é conhecido como bioincrustacdo. Esse processo pode causar danos
ecoldgicos ao transportar espécies exoticas que podem desequilibrar os ecossistemas e
até eliminar populacdes de organismos importantes como fonte de alimento ou para o
comércio (ALMEIDA et al., 2007). Quando a bioincrustacdo ocorre nas embarcacoes
pode causar efeitos adversos como a elevacdo do atrito do casco com a agua (aumento
no consumo de combustivel), deterioracdo dos revestimentos protetores aumentando a
necessidade de manutencdo e docagens. Dessa forma, a bioincrustacdo tera reflexos
sobre a economia ligada ao transporte maritimo de mercadorias (KOTRIKLA, 2009;
YEBRA et al., 2004).

A fim de evitar esses problemas (econbémicos e ecoldgicos), tornou-se
necessario recobrir 0s cascos de navios com substancias quimicas que impecam a
fixacdo de organismos. Inicialmente, compostos organicos ligados a mercdrio, chumbo,
arsénio e, até mesmo, diclorodifeniltricloroetano (DDT) eram utilizados como agentes

quimicos em sistemas anti-incrustantes (ALMEIDA et al., 2007).
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Na metade do século XIX foram formuladas as primeiras tintas anti-
incrustantes usando biocidas como principios ativos e os primeiros polimeros para
facilitar a aplicacdo nos cascos de navios. A utilizacdo desses produtos estd presente
desde a construcdo dos navios até a sua reparacdo e manutengdo (ALMEIDA et al.,
2007), tendo sido responsavel por movimentar até 4,8 bilhdes de ddlares no ano de 2012
(BOCCA; LEGROTTAGLIE, 2014).

Historicamente, os biocidas utilizados na composicdo dessas tintas foram
modificados de acordo com novas tecnologias que surgiam para melhorar os sistemas
anti-incrustantes. Sendo assim, 0s sistemas que incorporam biocidas podem ser
divididos em trés geracdes. A primeira geracdo, baseada em éxidos de cobre e zinco
como biocidas, apresentava uma durabilidade inferior a 1 ano. Apesar de possuirem
eficiéncia contra uma gama de organismos incrustantes (moluscos, cracas, ascidias),
algumas espécies de algas mostraram tolerancia fisiolégica ao cobre, diminuindo assim
a eficiéncia dessas tintas (ALMEIDA et al., 2007; OMAE, 2003).

As tintas anti-incrustantes a base de biocidas organoestanicos, como
tributilestanho (TBT) e trifenilestanho (TPT), sdo conhecidas como a segunda geracao.
Devido a alta eficiéncia e durabilidade nas embarcagdes, essas tintas foram amplamente
utilizadas a partir da década de 1960 (YEBRA et al., 2004). Além disso, 0 surgimento
da tecnologia de copolimeros, permitindo a liberacdo dos biocidas organoestanicos em
taxas mais lentas e constantes, também colaborou com o sucesso desses produtos como
anti-incrustantes (HUGGET et al., 1992)

No entanto, a toxicidade desses biocidas ndo se limitava a espécies
incrustantes, mas atingia também organismos ndo-alvo. Efeitos sobre a reproducédo do
fitoplancton, declinio de populagdes de moluscos e problemas de imunossupressdo em
mamiferos sdo alguns dos efeitos deletérios causados por esses compostos quimicos
(CASTRO et al., 2012; GRACELI et al., 2013).

Os efeitos ambientais dos compostos organoestanicos foram reportados em
todo o mundo, o que levou, em 2011, a Organizacdo Maritima Internacional (OMI) a
propor o banimento mundial desses biocidas em tintas anti-incrustantes através da
Convencéo Internacional sobre o Controle de Sistemas Anti-Incrustantes em Navios
(Antifouling System Convention, AFS). Segundo essa convencdo, a partir de 2003
ficaram proibidas novas aplicacfes de tintas anti-incrustantes a base de organoestanicos
nas embarcacdes (IMO, 2008). A completa proibicdo mundial, restringindo a presenca

desses compostos em embarcacdes com tonelagem bruta de 400 ton. ou maiores que 25
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m, entrou em vigor apenas em 2008 com a ratificacdo de paises responsaveis por 25%
da tonelagem bruta mundial (DAFFORN et al., 2011)

A partir de entdo, a demanda por alternativas ao TBT tornou-se mais evidente.
Dessa forma, visando o uso de compostos que produzam um menor impacto ambiental,
a inddstria naval desenvolveu tintas que utilizam os biocidas de terceira geracéo.
Dependendo do fabricante e da formulacdo do produto, essas tintas podem ser ainda
utilizadas em conjunto com polimeros de autopolimento ou deixam os biocidas em livre
associagdo com a matriz (ALMEIDA et al, 2007; THOMAS; BROCK, 2010;
DAFFORN et al., 2011).

Atualmente, existem pelo menos 20 biocidas organicos e inorganicos utilizados
como agentes ativos em sistemas anti-incrustantes (CASTRO et al., 2011;
GUARDIOLA et al., 2012). Na composi¢édo desses produtos, apos o banimento do TBT,
voltaram a ser incluidos compostos a base de 6xidos de cobre e zinco. Porém, para
atingir a eficiéncia desejada, muitas formulagdes incorporaram biocidas organicos que
atuam como potencializadores da toxicidade dos compostos (booster biocides). Assim,
a fim de potencializar a toxicidade frente a diversas espécies de incrustantes, até 4
biocidas podem ser encontrados em uma mesma formulagdo de tinta anti-incrustante,
(OMAE, 2003; OKAMURA et al., 2000).

Portanto, considerando que esses biocidas sao lixiviados das pinturas atingindo
a coluna de agua, e que sua utilizacdo vem crescendo simultaneamente com a expanséo
do transporte maritimo e com a construcdo de navios maiores, informacdes sobre a
ocorréncia, o comportamento e os efeitos ambientais desses biocidas sdo cada vez mais

necessarias para o gerenciamento de areas susceptiveis a esse tipo de impacto.

1.2 Biocidas anti-incrustantes de 3% geracédo

Na busca por um substituto a altura do TBT, pesquisadores tinham o objetivo
de encontrar compostos quimicos com amplo espectro biocida, baixo potencial de
biacumulacdo e biomagnificacdo, baixa ou nenhuma permanéncia ambiental, niveis de
toxicidade ambientalmente toleraveis (baixa toxicidade para mamiferos) e favoravel
relacdo custo/beneficio (equilibrio entre eficiéncia e durabilidade) (TAKAHASHI et al.,
2009; Castro et al., 2011).
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Os biocidas utilizados em tintas anti-incrustantes de 3% geracdo s&o
pertencentes a diferentes grupos quimicos abrangendo compostos orgéanicos e
organometalicos. Dentre esses, alguns foram amplamente utilizados em embarcac6es
desde a década de 1990: Irgarol 1051, diuron, DCOIT, TCMTB (CASTRO et al., 2011)
(Figura 1).

Figura 1: Estrutura quimica dos biocidas anti-incrustantes Diuron, Irgarol 1051, DCOIT e

TCMTB.
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As diferencas nas propriedades fisico-quimicas desses compostos sao
determinantes no seu comportamento, mobilidade e transporte no ambiente. Entre essas
propriedades, a estrutura da molécula, tempo de meia-vida, solubilidade, coeficiente de
particdo entre a 4gua e o carbono organico do solo (Koc), coeficiente de particdo entre a
agua e octanol (Kow) sdo fundamentais para prever o destino e transporte desses
compostos. Nesse contexto, é possivel estimar o grau de mobilidade do composto no
ambiente, ou seja, se tende a se adsorver na matéria organica do sedimento (Koc > 3),
bioconcentra-se nos tecidos dos organismos (Kow > 3) ou ser facilmente carreado pela
agua (alta solubilidade) (BAIRD; CANN, 2002; FAY; SILVA, 2004). Na tabela 1 sdo
apresentadas as principais propriedades fisico-quimicas dos biocidas estudados no
presente trabalho (diuron, Irgarol 1051, DCOIT e TCMTB), que serdo discutidas em

sequéncia.
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Tabela 1: Principais propriedades fisico-quimicas dos quatro biocidas em tintas anti-incrustantes
de terceira geracéo estudados no presente trabalho.

. Sol. i T 1/2 (dias) Log Log

Biocida M.M. (mg LY P.E. Agua Sedimento ¢ Koc
marinha

Diuron 233,1 36,4 385,2 > 42 14 2,85 2,3

Irgarol 1051 2534 7 428 24 -365 100 — 250 3,95 3,3

DCOIT 213,3 14 322,6 <1 1,5 2,85 4,2

TCMTB 238,4 45 n.a 36 2,7 3,1 2,7

Sol., solubilidade em agua (25°C); M.M., massa molecular; P.E., ponto de ebuli¢do, T1/2, tempo de meia
vida; n.a, ndo se aplica. Adaptado de Thomas et al. (2002), Castro et al. (2011), Thomas e Norway
(2009), Van Wezel et al. (2004), Callow; Willingham (1996), Carbery et al. (2006)

1.2.1 Diuron

O diuron (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea) € um composto do grupo
quimico das feniuréias. Desde a década de 1950 vem sendo utilizado como herbicida,
principalmente contra ervas-daninhas, devido a atuagdo no blogqueio da transferéncia de
elétrons durante o processo de fotossintese de autétrofos (XU et al., 2013). A partir da
década de 1990, pequenas embarcacdes (principalmente no Reino Unido) passaram a
utilizar esse composto como biocida anti-incrustante visto sua eficiéncia contra espécies
de fitoplancton e macroalgas (PRICE; READMAN, 2013). Esse composto possui
moderado Log Kow (2,85) e solubilidade (36,7 mg L™). Em estudos de laboratério foi
observado que o diuron apresenta baixa adsorcdo em sedimentos, particionando
preferencialmente na fase aquosa (VOULVOULIS et al., 2002). Este comportamento
pode ser verificado em trabalhos realizados para uma mesma area de estudo, onde sdo
observadas concentracdes mais elevadas desse composto na agua e baixos niveis nos
sedimentos (LAMOREE et al., 2002; THOMAS et al., 2000).

A degradacdo do diuron pode ocorrer principalmente por vias aerobicas,
formando os compostos DCPMU (1-(3,4-diclorofenil-3-metilureia), DCPU (1-(3,4-
diclorofenilureia) e finalmente DCA (3,4-dicloroanilina). A transformacdo do diuron
também pode ocorrer por vias anaerObicas, onde o CPDU (1-(3-clorofenil-3,1-
dimetilureia)) é formado (GIACOMAZZI; COCHET, 2004; THOMAS; NORWAY,
2009). A fototransformacdo também pode dar origem a esses produtos de degradacéo,
mas de acordo com o comprimento de onda incidente podem ocorrer alteragfes na
proporcao dos produtos gerados (MESTANKOVA et al., 2011). Os metabdlitos do

diuron sdo mais instaveis e hidrofilicos que o composto parental e, embora sejam
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compostos com menor persisténcia no ambiente, foram detectados em amostras de agua
e sedimento marinho (GATIDOU et al., 2007; THOMAS et al., 2002).

O processo de degradacdo do diuron ocorre lentamente, principalmente na
coluna d"agua, conforme demonstrado em estudos experimentais. Thomas et al. (2002)
observou que menos de 1% do diuron foi degradado apds 42 dias na &gua do mar (sem
filtrac&o). Outros autores (CALLOW; WILLINGHAM, 1996; OKAMURA et al., 2003)
também sugeriram a alta persisténcia desse composto no ambiente, sugerindo um tempo
de meia vida de meses até 1 ano na coluna d’agua. Enquanto no sedimento, um dos
poucos experimentos mostrou a persisténcia do diuron, uma vez que néo foi observado
sinais de degradacdo em 14 dias de teste. Esse resultado foi relacionado a presenca de
particulas de tintas anti-incrustantes que podem atuar protegendo 0s compostos da
degradacdo e permitindo uma continua liberacdo para o ambiente (THOMAS et al.,
2003).

1.2.2 Irgarol 1051

O Irgarol 1051 é o nome comercial do 2-metiltio-4-terc-butilamino-6-

ciclopropilamino-s-triazina), um composto do grupo triazinas. Esse grupo quimico €
conhecido pela sua eficiéncia como herbicida, sendo empregado em diversas cultivares.
Junto com o diuron, foi um dos primeiros compostos utilizados como alternativa ao
TBT, sendo o biocida anti-incrustante de 3% geracdo que mais frequentemente foi
encontrado em amostras ambientais de areas de alto trafego naval (CASTRO et al.,
2011).

Dentre os biocidas anti-incrustantes de 3?2 geracéo, o Irgarol é o composto que
apresenta 0 maior tempo de meia vida, podendo chegar 250 dias nos sedimentos e até 1
ano na coluna d’agua (HALL et al, 1999; THOMAS et al., 2002). Essa alta
permanéncia nesses dois compartimentos do ambiente € relacionada com a menor
susceptibilidade a degradacdo por microorganismos (EGUCHI et al., 2010;
SAPOZHNIKOVA et al., 2013). Ainda com a solubilidade relativamente baixa (7 mg L
!y, o particionamento preferencial desse composto é pela fase dissolvida, sendo
entretanto também associado com o material particulado em suspensao
(KONSTANTINOU; ALBANIS, 2004).

A principal forma de degradacdo do Irgarol é através da n-desalquilacdo de um
grupo ciclopropil na estrutura da molécula, que pode ocorrer por acdo microbiana

(fungos, principalmente), fotodegradacdo ou ainda pela hidrdlise, sendo essa Gltima a
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forma menos eficiente (TSANG et al, 2009). A fotodegradacdo é o principal
mecanismo de quebra da molécula de irgarol, onde a incidéncia de raios solares pode
dar origem aos produtos de degradagdo 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), que podem ser tdo persistentes quanto
0 composto parental (ZHANG et al., 2008). Alguns estudos mostraram que o0 M1 é o
metabdlito formado preferencialmente durante a degradacdo do Irgarol com um alto
tempo de meia vida (82 dias na agua do mar) e um baixo Koc. Essa observacao permite
explicar as maiores concentracdes de M1 encontradas na coluna d’agua e ndo no
sedimento (GATIDOU et al., 2007; THOMAS et al., 2002; OKAMURA et al., 2002;
LAM et al., 2005).

O Irgarol 1051 é o biocida anti-incrustante de 3? geracdo mais estudado, com
ocorréncia em agua, sedimentos e inclusive em macrofitas, onde apresentou um fator de
bioconcentracdo de 30.000 vezes (TOTH et al., 1996). Sua persisténcia nos diferentes
compartimentos ambientais possibilita a biomagnificacdo e a formagdo de metabolitos
toxicos para invertebrados (OKAMURA et al., 2000). Dessa forma, o irgarol representa

um potencial risco ambiental para ecossistemas aquaticos.

1.2.3DCOIT

O DCOIT (4,5-dicloro-2-n-octil-4-isotiazolin-3-ona) pertence ao grupo dos
isotiazois e foi sintetizado pela empresa Rohm and Haas (EUA 1992). E utilizado
especificamente como agente contra a incrustacx’do, sendo o principal principio ativo
de formulacGes comerciais de tintas anti-incrustantes como o Sea Nine 211™,
Considerando a utilizagdo exclusiva do DCOIT em tintas anti-incrustantes, sua
ocorréncia ambiental esta sempre relacionada as areas de terminais portuarios e marinas.
O Sea Nine 211™ foi um dos primeiros produtos anti-incrustantes registrados pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) em 1994, tendo recebido
0 selo verde dessa agéncia em 1996 devido a sua rapida degradacdo e baixo fator de
bioacumulagéo (EPA, 2016).

O DCOIT apresenta uma elevada degradabilidade na coluna d"agua (T %2 - 8,5
dias) e um particionamento preferencial nos sedimentos (Log Koc de 4,2) (CALLOW,
1996). Este composto adsorve fortemente aos sedimentos, 0 que geralmente restringe
sua biodisponibilidade (JACOBSON et al., 1993). De forma semelhante ao que ocorre

com o diuron em testes com a presenca de particulas de tintas anti-incrustantes, o tempo
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de vida do DCOIT pode aumentar para até 10 dias no sedimento (THOMAS et al.,
2003).

A degradacdo do DCOIT pode ocorrer por vias aerobicas ou anaerébicas. No
entanto, a acdo de microrganismos nos sedimentos representa a principal via de
transformacdo, podendo ser até 200 vezes mais rapida que a fotolise e a hidrolise. De
forma geral, a porcéo ciclica da molécula é oxidada e quebrada, formando metabolitos
alquilados como o &cido N-octil oxamico, 4,5-diclorotiazol e acido N-octil carbamico
(THOMAS; NORWAY, 2009). Um recente estudo mostrou que extremos de pH (mais
acidos ou mais basicos), temperaturas baixas e protecdo da luz solar podem diminuir a

permanéncia desse biocida no ambiente (CHEN et al., 2015).

1.24TCMTB

O TCMTB (2-(tiocianometiltio) benzotiazol) foi formulado para ser usado
como fungicida na inddstria de madeira, papéis e sementes. Posteriormente teve
reconhecida sua agdo moluscicida, passando a ser utilizado como principio ativo em
varias formulagdes de tintas anti-incrustantes (HANSSEN et al., 1991).

As propriedades quimicas do composto indicam que o TCMTB pode
particionar preferencialmente na coluna d’agua pela moderada solubilidade. O Koc (2,7)
do TCMTB né&o indica um forte particionamento no sedimento, mas ainda é possivel
ser encontrado nesse compartimento, principalmente se houver presenca de matéria
organica (BROWNLEE et al.,, 1992). O Log Kow (3,1) também indica uma leve
tendéncia a biocumular em organismos, embora ainda ndo existam mencbes a
ocorréncia desse composto em biota (HANSSEN, 1991; BROWNLE 1992).

A degradacdo do TCMTB pode ocorrer principalmente por fotdlise ou
hidrolise, formando compostos hidroxilados ou metilados. No entanto, seus principais
produtos de degradacdo sdo 2-mercaptobenzotiazol (MBT) e benzotiazol (BT), ja
encontrados em estacOes de tratamento de efluentes (THOMAS; NORWAY, 2009). Em
experimentos, a degradacdo do TCMTB associada a fotdlise que ocorre na coluna
d’agua é mais eficiente, tendo sido encontrados tempos de meia vida menores que 1 dia.
Nos sedimentos, a hidrolise e acdo microbiana sdo mais presentes, mas dependendo das
condicBes do ambiente o tempo de meia vida do TCMTB pode chegar a 81 horas
(HANSSEN, 1991). A transformacdo desse composto sofre influéncia direta do pH,
salinidade, forca idnica do meio, radiacdo solar e concentracdo da matéria organica
(HANSSEN, 1991; WEZEL ; VLAARDINGEN, 2004).
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1.2.5 Toxicidades dos biocidas
As toxicidades do diuron, Irgarol 1051, DCOIT e TCMTB estdo normalmente

relacionadas com mecanismos de acdo que afetam o processo de fotossintese de
organismos autotroficos dos ambientes aquaticos. No entanto, alguns estudos mostraram
efeitos deletérios também para outros organismos da cadeia tréfica em uma ampla faixa
de toxicidade (Tabela 2). A toxicidade do Irgarol para organismos ndo fotossintetizantes

é evidente apenas em concentragdes mais altas, assim como ocorre com o diuron.

Tabela 2: Toxicidade de biocidas usados em tintas anti-incrustantes de terceira geracdo sobre
diversos grupos de organismos.

Biocida Grupo do Efeito Toxicidade (tempo de  Referéncia
organismo exposicéo)
Algas Fotossintese 3,2 ug L™ (10 d) 1
Diuron Molusco (larva) Genotoxicidade 0,05 pg L™ (1 h) 2
Peixe Mortalidade 3,5mg L™ (96 h) 3
Algas Fotossintese 0,43 pug L™ (120 h) 4
Irgarol Equinodermata Desenvolvimento 1485 pg L™ (48h) 5

1051 (larva)

Peixe Mortalidade 3,22 mg L™ (96h) 6
Algas Crescimento 3ug L™ (72 h) 4
Coral Estresse Oxidativo 50 pg L™ (72 h) 7
DCOIT (catalase)
Peixe Neurotoxicidade 2,5 ug L™ (28d) 8
(acetilcolinestearase)
Bacteéria Luminescia 58 pg L™ (15 min) 4
TCMTB Alga Crescimento 39 pug L™ (30 h) 4
Crustaceo Movimentacédo 46 pg L™ (48 h) 4

1 — Chesworth et al. (2004) ; 2 —~Akcha et al. (2012); 3 — Giacomazzi; Cochet (2004); 4 — Fernandez-Alba
et al. (2002); 5 — Perina et al. (2011); 6 — Key et al. (2009); 7 — CIMA et al. (2013); 8 — CHEN et al.
2014)

As comunidades de fitoplancton, micro e macroalgas sdo especialmente
vulneraveis a estes biocidas em razdo das suas propriedades herbicidas e fungicidas,
podendo afetar diretamente a produtividade primaria e, consequentemente, toda cadeia
trofica de ambientes aquaticos (SCARLETT et al., 1999; YAMADA, 2007). O Irgarol
1051 foi apontado como um dos fatores de estresse que ocasiona perda de habitat em
areas de estuadrio com intensa atividade naval, pois é responsavel pela reducdo na
produtividade primaria do fitoplancton (DEVILLA et al., 2005), na taxa de crescimento

e reproducdo de gramineas marinhas (SCARLEET et al., 1999).
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O diuron, além da acdo herbicida, também ¢é associado com alteracbes
comportamentais em peixes, mudangas na estrutura de comunidades, efeitos
genotdxicos em bactérias e reducdo da taxa de fertilizacio em equinodermos
(GIACOMAZZI; COCHET 2004; MAI et al., 2013). Adicionalmente, a toxicidade
desses dois biocidas foi avaliada em experimentos de mesocosmo com comunidades
naturais de meiofauna, os quais indicaram mortalidade e mudancas de estrutura dessas
comunidades (GALLUCCI et al., 2015). Ademais, os metabdlitos gerados pela
degradacéo do Irgarol e diuron podem apresentar toxicidade semelhante aos compostos
parentais para organismos como bactérias e crustaceos marinhos (OKAMURA et al.,
2000; TIXIER et al., 2000).

Alguns estudos com DCOIT indicaram que esse biocida atua como indutor de
apoptose de células de peixe em concentragdes ambientalmente relevantes (1 pg L™)
(ITO et al.,, 2013). Além disso, esse composto & capaz de alterar o balango dos
hormdnios sexuais e reduzir a atividade da acetilcolinesterase em peixes marinhos
(CHEN et al., 2014). Dados ecotoxicologicos para 0 TCMTB sé@o escassos, mas a acao
fungicida indica que esse composto pode apresentar maiores toxicidades para a
comunidade microbiana do ambiente (FERNANDEZ-ALBA et al., 2002).

1.3 Métodos analiticos

Nas formulagdes das tintas anti-incrustantes de 32 geracdo podem ser usados
concomitantemente até 4 biocidas. Sendo assim, diferentes misturas desses biocidas
podem ser utilizadas dependendo do fabricante, pais de fabricacdo e de sua prépria
regulamentacdo vigente. Areas portuarias recebem embarcacdes de diversos paises e
estdo sob influéncia dessa variedade de formulagcbes, podendo ser impactadas ndo so
pela acdo dos biocidas individualmente, como pela mistura dos compostos
(FERNANDEZ; PINHEIRO, 2007).

A deteccdo simultanea dos biocidas anti-incrustantes € uma forma de otimizar
0 tempo, minimizar os custos envolvidos na analise dos compostos e facilitar a
determinacdo em programas de monitoramento ambiental. No entanto, o
desenvolvimento e a validacdo de metodologias para determinacdo simultanea desses
compostos em amostras ambientais tem se mostrado um desafio analitico. Em grande
parte, as dificuldades relatadas estdo relacionadas as propriedades quimicas dos
compostos que diferem entre si e pelas interferéncias presentes em matrizes ambientais
complexas (FERNANDEZ; PINHEIRO, 2007).
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Os primeiros trabalhos sobre ocorréncia dos biocidas anti-incrustantes de 32
geracdo em matrizes ambientais surgiram a partir da década de 1990. Alguns estudos
com Irgarol 1051 e diuron foram inicialmente realizados em amostras de &guas costeiras
devido a maior facilidade em termos analiticos relacionada as determinagdes nessa
matriz. Além disso, 0 uso ndo regulamentado desses compostos no Reino Unido, que 0s
utilizava junto com cobre como alternativas para o TBT, produziu niveis ambientais
mais elevados em amostras de 4&gua (DAHL; BLANCK, 1996; GOUGH et al., 1994).

No final da década de 1990, a crescente utilizacdo simultanea de novos
biocidas anti-incrustantes e a constatacdo do perigo em continuar usando TBT nas tintas
anti-incrustante, impulsionaram as pesquisas para as analises simultaneas desses
compostos em amostras ambientais (ALBANIS et al., 2002; COMBER et al., 2002;
GATIDOU et al.,, 2004). As metodologias analiticas empregadas na determinacao
simultdnea de contaminantes devem ser previamente validadas a fim de avaliar o
desempenho do método e garantir a confiabilidade dos resultados gerados. Dentre 0s
trabalhos mais relevantes, Voulvoulis et al. (1999 e 2000) validaram uma metodologia
de anélise simultanea do clorotalonil, diclofluanida, diuron e Irgarol 1051 para &gua e
sedimentos estuarinos, respectivamente.

Os métodos analiticos para determinacdo de contaminantes em amostras
ambientais incluem etapas de preparacdo das amostras, remocdo de interferentes,
identificacdo e confirmagdo dos analitos (HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2003). Para
biocidas anti-incrustantes, a preparacdo de amostras ambientais pode empregar
diferentes técnicas de extracdo dependendo da matriz de estudo. Na determinacdo de
biocidas anti-incrustantes em agua sdo utilizadas comumente as técnicas de extracao
liquido-liquido (ELL) e extracao de fase solida (EFS). Para analise de sedimentos, as
técnicas de extracdo empregando Soxhlet, agitacdo mecanica, sonificacdo, Extracdo
Assistida por Micro-ondas (EAM), Extracdo Fluida Supercritica e Extracdo Liquida
Pressurizada sdo as mais aplicadas (GATIDOU et al., 2004; HARINO et al., 2012;
SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2012).

A remocdo de interferentes, por sua vez, é uma etapa que permite a retirada de
compostos indesejados ou impurezas a fim de evitar a identificacdo e quantificacdo
equivocada dos analitos de interesse. Nessa etapa, é frequente a utilizacdo de técnicas
como extracdo liquido-liquido, extracdo de fase solida (C18 e polimérico) e também o

emprego da cromatografia liquida de fase s6lida empregando florisil e silica como
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adsorventes na purificacdo (CASSI et al., 2008; HARINO et al., 2005; SANCHEZ-
RODRIGUEZ et al., 2012).

A separacdo e identificacdo dos biocidas anti-incrustantes sdo normalmente
realizadas pelo uso de sistemas cromatogréficos de fase gasosa ou liquida. Diversos
detectores podem ser utilizados e sdo escolhidos de acordo com os analitos de interesse
de cada trabalho. Anélise do diuron, por exemplo, quando utiliza cromatografia gasosa,
necessita da etapa de derivatizacdo, sendo mais comum, na analise simultanea, a
determinacdo por cromatografia liquida (EGUCHI et al., 2010; HARINO et al, 2005). A
preferéncia pelo uso de detectores como a espectrometria de massas (EM) ou de captura
de elétrons (DCE) tem relacdo direta com os compostos selecionados para estudo, assim
como com a sensibilidade e seletividade desejada (LAMBROPOULOU; ALBANIS,
2007; TSUNEMASA; YAMAZAKI, 2014).

Na etapa de quantificagdo dos biocidas, a maioria dos estudos trabalha com
curvas de calibragdo construidas a partir de solu¢des dos padrdes analiticos em solvente
puro. No entanto, esse procedimento pode envolver um erro sistematico ao néo
considerar a presenca de interferentes (proprias de cada matriz) nos extratos finais das
amostras que serdo analisadas (CASSIANO et al., 2009).

A presenca de elementos co-extraidos e co-eluidos provenientes da matriz pode
ser detectada pelos sistemas cromatograficos e alterar a resposta produzindo supressdo
ou incremento do sinal gerado. Essa alteragdo ¢ conhecida por “Efeito Matriz (EM)” e
pode ser induzida pela natureza e concentracdo da matriz e dos analitos, como tambem
pelo instrumento utilizado na identificacdo dos compostos (ERNEY; POOLE, 1993;
KRUVE et al., 2009). Esse fendbmeno pode ser responsavel pelo mascaramento do
analito de interesse (falso negativo), identificacdo de um analito que ndo estéd presente
na amostra (falso positivo) e aumento, reducdo ou até extincdo do sinal gerado pelo
detector para o analito de interesse (superestimacdo ou supressdo do sinal) (PINHO et
al., 2009).

Inicialmente acreditava-se que o efeito matriz ocorria apenas no uso da
cromatografia gasosa devido a altas temperaturas utilizadas na inje¢cdo das amostras.
Posteriormente foi observado que o fenbmeno ocorria também devido a competicao
entre os analitos e os interferentes da matriz de modo que o detector poderia receber um
maior ou menor sinal dos analitos (ERNEY et al.,1997; ERNEY; POOLE, 1993).
Alguns trabalhos discutem que para cromatografia gasosa com deteccdo por

espectrometria de massas (CG-EM), pode ocorrer interferéncia na eficiéncia da
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ionizacdo e na deteccdo dos compostos na presenca de compostos ndao volateis ou pela
adsorcdo dos analitos e interferentes da matriz em sitios de ligacBes do sistema
cromatografico (ex.: liner, coluna) (FRENICH et al, 2009; HAJSLOVA;
ZROSTLIKOVA, 2003).

Desse modo, a ocorréncia e a intensidade do efeito matriz também estéo
relacionadas com o tipo de detector (PINHO et al., 2009). Ainda que a espectrometria
de massas proporcione uma maior certeza quanto a identificagcdo dos analitos, devido ao
uso de fons monitorados com determinada razdo massa/carga, este ainda pode
apresentar efeito matriz devido a co-eluigdes e precipitacbes que podem ocorrer na
etapa de ionizacdo. Situacdo semelhante ocorre frequentemente em métodos que
utilizam lonizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI “Atmospheric Pressure
Chemical lonization””) (NIESSEN et al., 2006). O efeito matriz também pode acontecer
no uso de electrospray (ESI, “Electrospray lonization™) através do acumulo de
compostos ndo volateis, de maior peso molecular ou de alta afinidade proténica, que
pode impedir a entrada dos ions (inclusive dos analitos de interesse) na etapa de
ionizagdo (KING et al., 2000).

Assim, o efeito matriz tem relacdo direta com a qualidade analitica visto que,
pode afetar parametros do processo de validagdo como preciséo, exatiddo e recuperacao
atraveés da supressao ou superestimacao dos sinais dos analitos (MATUSZEWSKI et al.,
2003; NIESSEN et al., 2006). A minimizagédo desse efeito € sugerido por alguns autores
através gquantificacdo por curvas na matriz, pelo uso de compostos protetores ou ainda
pela inclusdo de compostos marcados isotopicamente, como padrdo de recuperacdo ou
internos que permitem avaliar a influéncia da matriz na analise (FRENICH et al., 2009;
HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2003)

1.4 Legislacdo

A legislacéo a respeito dos biocidas anti-incrustantes de terceira geracao ainda
é restrita a alguns poucos paises. As regulamentaces existentes atualmente estdo
concentradas em paises europeus, e nas demais regides do mundo ndo ha qualquer
legislacdo sobre uso desses biocidas ou sobre o risco ambiental envolvido (THOMAS;
BROOKS, 2010).

A auséncia de legislacdo em muitos paises, incluindo os da América do Sul,
acontece especialmente pela limitacdo de informacgfes basicas sobre a ocorréncia e

comportamento ambiental desses compostos. Nesse sentido, ainda na década de 1990,
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estudos indicavam que os niveis ambientais de Irgarol 1051 em zonas costeiras
europeias poderiam causar perturbacdes nas comunidades de fitoplancton (READMAN
et al., 1993). Como consequéncia, a comunidade europeia observou entdo a necessidade
de obter mais informacg6es sobre a distribuicdo e concentra¢des dos novos biocidas.

Um projeto coordenado pelo Reino Unido e com parceria da Franca,
Dinamarca, Suécia, Espanha, Paises Baixos, e Grécia, intitulado “Antifouling Agents in
Coastal Environments” (ACE), teve como objetivo obter informacdes sobre estes novos
biocidas anti-incrustantes. Foram coletadas amostras de agua e sedimentos de marinas e
portos localizados nesses paises e levantados dados sobre quais biocidas eram utilizados
nas embarcacdes. Os dados gerados entre os anos de 1999 e 2002 forneceram o0s
subsidios para o registro desses biocidas no “Biocidal Products Directive” (BPD,
Diretriz 98/8/EC), que regulariza a producdo, publicidade e uso de produtos com funcéo
biocida (READMAN, 2002).

Assim, com base nas informag6es da BPD, cada pais da comunidade europeia
tinha autonomia para fazer suas proprias regulamentacGes quanto ao uso dos biocidas
como anti-incrustantes (THOMAS; BROCK, 2010). Esse fato foi constatado pelo
projeto ACE que mostrou diferentes graus de restricdo dos biocidas entre os paises
europeus. Em uma ultima atualizacdo na legislacdo dos membros da Unido Europeia
(UE) foi constatado o uso de diuron e Irgarol em embarcacdes menores que 25 metros
da Franca, Grécia e Espanha. Por outro lado, na Dinamarca, Reino Unido e Suécia o uso
desses compostos foi banido (PRICE; READMAN, 2012). A Suécia também restringiu
0 uso de tintas a base de Irgarol 1051 em embarcacGes maiores que 25 metros e na
Dinamarca essa restricdo se estende também a barcos de lazer (THOMAS et al., 2003;
READMAN, 2006). No Reino Unido € permitido o uso apenas da diclofluanida, zinco
piritiona e zineb como principio ativo de tintas anti-incrustantes. Entretanto,
embarcac6es maiores que 25 metros ainda podem utilizar o Irgarol 1051, clorotalonil e
DCOIT como complemento (KONSTANTINOU; ALBANIS, 2004).

Até a ultima atualizacdo do BPD feita em 2003, apenas Espanha e Dinamarca
permitiam o uso do Sea Nine 211™ (DCOIT) em embarca¢fes menores que 25 metros.
O TCMTB, no entanto, teve seu uso (amador e profissional) revogado em todos o0s
paises que se baseiam na BPD, devido a auséncia de informagdes ambientais sobre o
composto (PRICE; READMAN, 2012).

Devido a essa divergéncia de regulamentacfes entre os paises da UE, que

dificultam o gerenciamento e controle da contaminacdo por biocidas anti-incrustantes,
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as diretrizes do BPD (98/8/EC) e a regulamentacdo (EC) N° 2032/2003 foram
revogadas pela (EU) N° 528/2012. Essa nova legislacdo prevé a regularizacdo dos
biocidas de forma homogénea (prazos finais até 2017) entre todos os paises da Unido
Européia (ECHA, 2012).

Fora da comunidade europeia, existem paises que registram e fazem o controle
dos biocidas por meio de 6rgdos ambientais, como no caso da USEPA. No entanto, ndo
existem legislacOes especificas sobre uso dos anti-incrustantes, mesmo em regides de
intenso trafego naval e que detém os principais portos do mundo, como Japdo, China e
Ameérica do Norte (PRICE; READMAN, 2012). No caso dos Estados Unidos da
América, a legislacdo é limitada ao posicionamento sobre o uso de cobre em tintas anti-
incrustantes, delimitando taxas méaximas de liberagdo do composto e criando medidas
proibitivas ao uso e venda desses produtos para embarcacfes de recreacdo. Uma das
medidas mais restritivas foi imposta pelo estado de Washington que proibira a venda de
embarcacOes de lazer pintadas com tintas anti-incrustantes a base de cobre a partir de
2018, assim como a comercializagdo de tintas com mais de 0,5% de cobre nas
formulacgdes a partir de 2020 (WOLF, 2011).

No Brasil, apenas o diuron é reportado na Portaria n® 2.914, de 12 de dezembro
de 2011, devido ao seu uso também como herbicida na agricultura com valor maximo
permitido de 90 pg L-' em &gua potavel (BRASIL, 2011).

1.5 Antecedentes

Os biocidas anti-incrustantes de 32 geracdo ja foram detectados em amostras de
diversos paises. Em sedimentos de marinas na Califérnia (EUA), Sapohnikova et al.
(2013) encontraram niveis de até 4,2 ng g™ de diuron e 8,9 ng g™ de Irgarol 1051. Esse
estudo considerou que os niveis encontrados poderiam representar um risco ambiental
para 0s organismos bentdnicos. Balakrishnan et al. (2012) estudando esses mesmos
compostos em amostras de agua, sedimento e organismos plancténicos (malha de 100
mm) encontraram as maiores concentracdes (até 90 ng g™ de diuron e 68 ng g™ de
Irgarol 1051 nos sedimentos) na regido portuaria e na zona estuarina, porém em pontos
proximos de rios; desse modo o0s autores consideraram que entrada dos biocidas pode
ter sido proveniente também de fontes agricolas e escoamento urbano.

A anédlise do TCMTB em sedimentos foi realizada apenas pelos trabalhos de
Thomas et al. (2002) e Sanchez-Rodriguez et al. (2011), no entanto, ndo foi

quantificado em nenhuma amostra. Outros biocidas anti-incrustantes como clorotalonil,
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diclofluanida e DCOIT sdo esporadicamente encontrados no ambiente e tém sido
quantificados ocasionalmente em concentragdes altas (PRICE; READMAN, 2012;
HARINO et al., 2007).

No caso do DCOIT, Harino et al. (2007) encontrou concentracdes de até 150
ng g™ em sedimentos da Baia de Otsuchi, no Japao, préximo a um estaleiro. Essa regi&o
foi considerada uma relevante fonte de contaminacdo uma vez que altas concentragdes
de Irgarol 1051 e diuron também foram detectadas no local. Kim et al. (2015) analisou a
distribuicdo de biocidas anti-incrustantes na zona costeira da Cérea do Sul usando
sedimentos obtidos em areas sob influéncia de navegacdo e de polos industriais. Nesse
estudo foram encontrados residuos de Diuron préximo ao porto principal (57 ng g™),
enquanto que niveis de Irgarol 1051 (11,5 ng g) foram quantificados em &reas
destinadas a atracacdo de barcos de pesca. Além disso, concentracfes de DCOIT foram
encontradas na maioria das bafas estudadas por Kim et al. (2015) (5,5 ng g™).

Na América do Sul, poucos estudos foram realizados até o momento sobre
esses compostos (diuron, Irgarol 1051, DCOIT e TCMTB), tendo sido publicados
somente 8 estudos envolvendo basicamente Irgarol e diuron (AZEVEDO et al., 2004;
DEMOLINER et al., 2010; DOMINGUEZ 2010; CASTRO et al., 2011; DINIZ et al.,
2011; PESTANA et al., 2013; DINIZ et al., 2014; DOMINGUEZ et al., 2014). Esses
trabalhos sobre biocidas de terceira geracéo realizados no Brasil sdo limitados a revisdes
cientificas, validacdo de metodologias ou analise da matriz agua e sedimento.

Azevedo et al. (2004) monitoraram a qualidade da agua do rio Paraiba do Sul
através da determinacdo de alguns hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e
praguicidas, dentre eles o Irgarol 1051; este foi encontrado em baixas concentragdes em
uma area de atividades de pequenos barcos pesqueiros. Demoliner et al. (2010)
otimizaram e validaram metodologias para analise de dezoito praguicidas (herbicidas,
inseticidas e fungicidas), incluindo o Irgarol 1051, diuron e seu metabdlito 3,4-DCA,
em agua. Esses compostos foram detectados na regido proxima ao canal de Sdo Gongalo
(RS), tendo sua presenca associada ao uso como anti-incrustante em embarcacdes.

Dominguez (2010) validou uma metodologia para analise de Irgarol 1051 e
diuron em agua e sedimentos estuarinos. Essa metodologia foi utilizada para avaliar a
contaminacdo em amostras coletadas em 2009 ao longo do estuario da Lagoa dos Patos.
Nas amostras de 4gua foram encontrados niveis variando entre <LD a 20,9 ng L™ de
diuron e <LD a 6,2 para Irgarol (DOMINGUEZ et al., 2014). Nas de sedimentos foram
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encontrados niveis variando entre <LD e 1,6 ng g™ de diuron e <LD e 0,2 ng g™ de
Irgarol 1051.

Castro et al. (2011) observando a crescente relevancia da contaminagéo por
biocidas anti-incrustantes de terceira geracdo reuniu informacfes disponiveis sobre
propriedades fisico-quimicas, comportamento e niveis ambientais de 16 biocidas
utilizados nessas tintas. Enquanto Diniz et al. (2011), também na forma de reviséo,
apresentaram os principais métodos de extracdo e determinacdo de Irgarol 1051, a fim
comparar metodologias e apontar um melhor monitoramento ambiental.

Pestana (2013) a fim de analisar temporalmente os niveis de diuron e Irgarol
1051 em amostras de sedimentos do estuéario da Lagoa dos Patos, aplicou a mesma
metodologia validada por Dominguez (2010). No entanto, 0s niveis encontrados para
todas as amostras coletadas em 2012 ficaram abaixo do limite de detecgdo do método.

Diniz et al. (2014) também registraram a presenca dos biocidas diuron e Irgarol
1051 em agua estuarina proximo ao porto de Itaqui em Séo Luis, Maranh&o. A area em
estudada foi monitorada por dois anos em periodo de seca e de chuva, encontrando
concentracdes que variaram de 0,05 a 7,8 pg L™ para diuron e de 0,02 a 4,8 pg L™ para
Irgarol 1051.

Baseando na escassez de estudos sobre os biocidas anti-incrustantes de 32
geracdo em matrizes ambientais na costa brasileira, e em razdo do Sseu risco
ecotoxicologico e uso crescente, torna-se fundamental a geracdo de mais informacdes
sobre esses compostos. Assim, a validacdo metodoldgica realizada no presente trabalho
visa a determinacdo analitica de Irgarol 1051, diuron, DCOIT e TCMTB em sedimentos
superficiais. Adicionalmente, a metodologia sera aplicada na analise de amostras
obtidas em duas regides sob a influéncia de dois dos principais complexos portuarios do
Brasil (Rio Grande e Santos), a fim de avaliar a situacdo atual de contaminacdo por

esses hiocidas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a contaminagdo por biocidas anti-incrustantes de 32 geracdo (Irgarol 1051,
Diuron, DCOIT e TCMTB) em areas sob influéncia de dois importantes terminais
portuarios da costa brasileira.

2.2 Objetivos especificos

e Validar uma metodologia analitica adequada para determinacdo simultanea de
Irgarol 1051, Diuron, DCOIT e TCMTB em amostras de sedimentos marinhos;

e Investigar o efeito matriz sobre a determinacdo desses compostos em sedimentos
marinhos;

e Avaliar a contaminacao por biocidas anti-incrustantes de 32 geracdo em sedimentos
superficiais obtidos em areas sob a influéncia dos Portos de Santos (Sdo Paulo) e Rio
Grande (Rio Grande do Sul);
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo

O presente estudo estd vinculado ao projeto “Impacto da Utilizagdo de Tintas
Anti-incrustantes nos Principais Terminais Portuarios Brasileiros (AIBRASIL)”,
financiado pelo Edital MCT/FINEP CT-Aquaviario 01/2010, que teve como um dos
objetivos a determinagdo dos niveis de contaminacdo por biocidas utilizados em anti-
incrustantes de terceira geracdo através do monitoramento quimico das amostras de
sedimentos dos principais portos brasileiros.

O Terminal Portuério de Santos (inserido no Sistema Estuarino de Sdo Vicente e
Séo Paulo, S&o Paulo) e o Polo naval de Rio Grande (inserido no estuério da Lagoa dos
Patos, Rio Grande do Sul) foram escolhidos com base no alto trafego anual de
embarcacOes e no volume de cargas movimentadas. O Porto de Santos movimentou, no
ano de 2015, mais de 110 milhdes de toneladas de cargas pertencentes a todos o0s
segmentos comerciais. Durante esse ano, o porto de Santos registrou 5.100 atracacGes.
Desta forma, foi responsavel por cerca de 30% da movimentacdo das cargas brasileiras,
atuando também como principal porto da América Latina (PORTO DE SANTOS,
2016). O porto de Rio Grande também tem significativa participacdo na movimentacao
de cargas no pais, tendo movimentado mais de 37 milhGes de toneladas e contabilizado
3.067 atracacdes durante 0 ano de 2015 (PORTO DE RIO GRANDE, 2016).

Os pontos de amostragem foram estabelecidos levando em consideracdo a
existéncia de fontes potenciais de biocidas anti-incrustantes de terceira geragédo
(terminais portuédrios e marinas) e aproveitando embarques e coletas de campo
realizados por outros integrantes do grupo de pesquisa. Sendo assim, a grade amostral
estabelecida visou avaliar a distribuicdo espacial desses contaminantes no Sistema
Estuarino de Santos/ Sdo Vicente (SESS) (Figura 2) e no estuario da Lagoa dos Patos
(ELP) (Figura 3). No caso do ELP, amostras foram coletadas também proximo a
estaleiros devido a intensa atividade de manutencdo e reparacdo de embarcacfes que
existe nessa regido. Alem disso, os pontos de amostragem também foram definidos de
acordo com a predominancia de sedimentos finos (< 0,063 mm), os quais apresentam
maior capacidade de retencdo de microcontaminantes organicos, tais como os biocidas
avaliados no presente estudo. As coordenadas geograficas, bem como alguns aspectos

gerais sobre cada ponto amostrado para este trabalho est&o descritas na Tabela 3:
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Figura 2: Pontos de amostragem no Sistema Estuarino de S&o Vicente e Santos (SESS). S1, Pier
do Pescador; S2, Balsa; S3, Terminal 1; S4, Terminal 2; S5, Terminal 3; S6, Alemoa; S7, S&o
Vicente 1; S8, Sdo Vicente 2; S9, Sdo Vicente 3 (Marina)

Oceano
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%Colénia de Pescadores]
_B Marina

Baia de Santos

Oceano Atlantico

% Terminal Portuario

ﬁ{ Estaleiro

Figura 3: Pontos de amostragem no estuario da Lagoa dos Patos. R1, Molhes; ER2, Estaleiro
Santos; ER3, Estaleiro da Barra de Sdo José do Norte; ER4, Estaleiro do Alemdo; ERS5,
Estaleiro dos 4 Irmdos; R6, Cocoruto; ER7, Estaleiro Irmdos Fernandes; ER8, late Clube; R9,
Diamante; R10, Pesqueiro; R11, Bacia de Pelotas; R12, Setia; R13, Nascimento; R14, Porteiras;
R15, Ponta da Feitoria
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Tabela 3: Coordenadas geogréaficas dos pontos de amostragem de sedimento nas regiGes do Sistema Estuarino de Sdo Vicente e Santos e estuario da Lagoa dos

Patos

Ponto de Amostragem Longitude (O) Latitude (S) Prof. (m) Breve descricéo
Estuario da Lagoa dos Patos, RS
Molhes (#R1) 32°01'30,1" 52°07' 28,5" 15 Proximo a desembocadura do estuario
Estaleiro Santos (#ER2) 32°03' 20,2" 52° 06' 02,4" 1,2 Estaleiro préximo ao Super Porto de Rio Grande.
Médias a grandes embarcacdes de pesca
Estaleiro Barra SIN (#ER3) 32°01'28,5" 52°03' 27,1" 0,5 Estaleiro com pequenas embarcacdes de pesca
Estaleiro do Aleméo (#ER4) 32°02'11,7" 52°04' 29,8" 1,5 Estaleiro com médias a grandes embarcaces de
pesca
Estaleiro 4 Irméos (#ERS) 32°03' 37,5" 52° 04' 20,8" 0,5 Estaleiro com médias a grandes embarcaces de
pesca
Cocuruto (#R6) 32°01' 44,6" 52°05'51,2" 13 Canal de acesso ao porto de Rio Grande
Estaleiro Irmao Fernandes (#ER7) 32°03'15,9" 52° 04' 07,4" 0,3 Estaleiro mais antigo cidade. Poucas atividades de
reparacOes (Presenca de estacdo de abastecimento
de combustivel para embarcacdes)

Yate Clube Rio Grande (#ER8) 32°06' 37,8" 52° 06' 13,6" 1,10 Marina com embarcagdes de lazer e atividades de

manutencdo de embarcacoes

Diamante (#R9) 32°08'02,2" 52° 06' 2,5" 16 Canal hidroviario do estuario

Pesqueiro (#R10)* 31°52° 39,08  52° 14’ 50,64” 0,5 Saco do Arraial. Sem presenca de embarcacdes
proximas
Barra de Pelotas (#R11) 32° 05' 47,6" 52° 05' 55,5" 7 Canal hidroviario do estuario (préximo a saida do
canal de S&o Gongalo)
Setia (#R12) 32°01'47,6" 52° 05' 28,3" 7 Canal hidroviario do estuario
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Tabela 3 (cont.): Coordenadas geograficas dos pontos de amostragem de sedimento nas regides do Sistema Estuarino de S&o Vicente e Santos e estuario da

Lagoa dos Patos

Ponto de Amostragem Longitude (O) Latitude (S) Prof. (m) Breve descricéo
Estuéario da Lagoa dos Patos
Nascimento (#R13) 32°01'44,5" 52° 04' 56,1" 8 Canal hidroviario do estuario
Porteiras (#R14) 31°58'18,0" 52° 04' 08,0" 8 Canal hidroviario do estuario
Feitoria (#R15) 32°02'00,4" 52° 04' 34,0" 8,5 Canal hidroviario do estuario
Sistema Estuarino de Santos e Sdo Vicente, SP
Pier do Pescador (#S1)* 46° 18'10,82" 23°59' 30,75" 3,2 Desembocadura do estuario (barcos de pesca) e turismo, no
canal de acesso ao porto
Balsa (#S2) 46° 17' 40,27" 23°59' 15,40" 2,0 Trafego intenso de embarcages usadas no transporte de
veiculos e passageiros (canal de acesso ao porto)
Terminal 1 (#S3) 46° 18' 22,85" 23° 56' 55,88" 7,0 Pier de atracacdo do Porto de Santos
Terminal 2 (#S4) 46° 19' 39,83" 23°55'31,16" 6,0 Pier de atracacdo para barcos de pesca
Terminal 3 (#S5) 46° 22'9,11" 23° 55 '7,56" 7,0 Pier de atracacdo do Porto de Santos
Alemoa (#S6) 46°17' 11,80" 23° 58' 34,55" 4,5 Regido interna do estuério de Santos com pier de atracacdo
para embarcac6es do transporte de derivados de petréleo
Sdo Vicente 1 (#S7) 46° 23' 27,61" 23° 55' 39,15" 2,0 Canal do estuério de Sao Vicente (proximo a cidade).
Pequenas embarcacfes de pesca e lazer
Sdo Vicente 2 (#S8) 46° 25' 30,36" 23°57'7,24" 3,0 Canal do estuério de Séo Vicente (proximo a manguezal).
Pequenas embarcacdes de pesca e laser
Séo Vicente 3 (#S9) 46° 23' 45,98" 23° 58' 36,25" 4,5 Marina no canal de Séo Vicente (desembocadura do canal)

*Ponto de Referéncia (Branco) utilizado para andlise do efeito matriz
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3.1.1 Caracteristicas gerais — Sistema Estuarino de Santos e Sdo Vicente, Sdo Paulo

O Porto de Santos esta situado dentro do Sistema Estuarino de Santos e Séo
Vicente (SESS), abrangendo uma éarea de 835 km? que esta inserida em cinco
municipios da regido: Sdo Vicente, Santos, Cubatdo, Guaruja e Praia Grande. Esse
sistema é formado pelo Canal de Santos (CST), Canal de Sdo Vicente (CSV) e o Canal
da Bertioga, além da Baia de Santos (Figura 2). O clima dessa regido é tropical umido,
com temperatura média de 23°C e pluviosidade média anual de 2000 a 3000 mm
(HARARI et al., 2008).

O estudrio esta sob fraca atuacdo de ventos, com velocidade média de 1,5 ms™,
tendo as direcdes leste e sul como as principais. E classificado como moderamente
estratificado, com um ciclo de maré diurno (amplitude de 0,4 metros na quadratura a
1,85 metros na sizigia). As correntes no estuario tém velocidade média de 50 cm.s™ e as
principais forcantes da circulagdo no SESS sdo a maré e a descarga fluvial
(OCCHIPINTI, 1973; HARARI et al., 2008).

Essa circulacdo também pode ser afetada pela geomorfologia do estuario que
propicia a deposicdo de sedimentos finos e arenosos, formando inclusive bancos de
sedimentos submersos (FUKUMOTO et al.,, 2006). A extensa area de manguezais
(10.800 ha aproximadamente) também interfere no escoamento dos estuarios, alem de
serem importantes contribuintes de material organico e retentores de sedimentos,
nutrientes e contaminantes (MOSER et al., 2005; SIQUEIRA et al., 2006).

Diferentes contaminantes de diversas fontes, despejados ao longo dos canais,
provocaram um quadro de degradacdo ambiental no sistema estuarino de Santos e Sao
Vicente. Junto com o aporte de residuos e efluentes contaminados, provenientes da
extensa rede de industrias e da populacdo residente ao longo do SESS (1.600.000
habitantes), ainda existe a contaminacgdo oriunda do terminal portuario que acontece por
acidentes de derramamento de 0Oleo e outras substancias toxicas ou por dragagens de

manutencdo, que remobilizam o sedimento do estuario (LAMPARELLLI et al., 2001).

3.1.2 Caracteristicas Gerais — Estuario da Lagoa dos Patos, Rio Grande do Sul

A Lagoa dos Patos (LP) esté inserida no maior sistema lagunar da América
Latina (junto com a Lagoa Mirim), sendo considerada a maior lagoa estrangulada do
mundo (KJERVE, 1986). Abrange uma superficie de 10.000 km?, tendo na porcédo sul
um estuario (10% da area total) (MOLLER et al., 2001). A bacia de drenagem cobre
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uma area de 200.000 km2, onde o rio Guaiba é o principal tributério (composi¢cdo dos
rios Taquari, Jacui, Cai e Sinos) (NIENCHESKI et al., 1994).

O clima é controlado principalmente pela Convergéncia Subtropical (encontro
da corrente norte do Brasil e corrente das Malvinas), imprimindo caracteristicas de uma
zona temperada quente. A diregdo e intensidade dos ventos, a variabilidade da
pluviosidade e a descarga da &gua continental sdo as principais forcantes da lagoa, que
sofrem influéncia direta da oscilagdo do Pacifico Sul (El nifio e La nifia) (SEELIGER,
2010).

O gradiente de salinidade também varia de acordo com a forcante principal do
momento, podendo ser classificado como estuério de cunha salina ou parcialmente
misturado (salinidade média de 13). A maré com amplitude de 0,4 m tem efeito
secundario no estuario da Lagoa dos Patos, uma vez que a descarga atua com uma vazédo
média de 2.400 m® s (MOLLER et al., 2001). Os ventos de nordeste (5,1 m s™) e
sudeste (8,2 m s™) sdo os mais atuantes ao longo do ano (TOMAZELLI, 1993) e, junto
com a influéncia causada por ventos locais e remotos, produzem o gradiente de pressao
no estuario responsavel pelo fluxo da agua (dire¢éo continente ou oceano) (MOLLER et
al., 2001; FERNANDES et al., 2004). As velocidades de corrente, medidas no canal de
acesso para o porto sio, em média, de 0,7 m s™, podendo chegar a 2 m s* (MARQUES
et al., 2009).

Ao longo da lagoa sdo encontrados espordes arenosos resultantes do transporte
de areia longitudinal e que possibilita a sedimentacdo do material mais fino. As margens
da lagoa sofrem processos erosivos, principalmente na entrada de ventos de nordestes e
de ondas de alta energia (tempestade) (CALLIARI et al., 2009). A lagoa atua como
exportador de sedimentos finos para a plataforma continental, com a formacédo de
bancos lamosos que podem chegar a regido costeira através do transporte pela pluma de
sedimentos (CALLIARI et al., 2009)

O estuério da Lagoa dos Patos (ELP) recebe a drenagem de aproximadamente
2/3 do estado do Rio Grande do Sul, recebendo aportes de contaminantes provenientes
das atividades de agricultura, industriais e urbanas de toda a bacia de drenagem. O canal
de Sdo Gongalo, um dos principais tributarios, também recebe efluentes domésticos e
industriais da cidade de Pelotas e toda a bacia de drenagem da Lagoa Mirim. Esse canal
é ligado a agricultura da regido recebendo principalmente os efluentes do cultivo do
arroz irrigado que pode representar até 50% da producdo nacional de arroz (BRASIL,
2016).
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A zona estuarina sofre ainda um impacto direto da cidade Rio Grande, devido
ao importante (e ainda crescente) distrito industrial, com empresas siderurgicas, de
fertilizantes e do setor pesqueiro situado em suas margens, que contribui
significantemente para a eutrofizacdo das aguas estuarinas (BAUMGARTEN, 2010).
Além disso, o Polo Naval também localizado nessa regido mostrou expressivo
crescimento nos Ultimos 40 anos (PORTO DE RIO GRANDE, 2016). Devido a
dragagem do acesso a Barra, o que possibilitou a expansdo da atividade portuéria,
ocorre também o consequente aumento no nivel de contaminacdo da regido
(NIENCHESKI et al., 2014)

3.2 Coleta e Caracterizacéo dos Sedimentos

As amostras de sedimento do SESS foram coletadas em setembro de 2015,
enquanto que a coleta no ELP foi realizada entre outubro e dezembro de 2014. A
amostragem de sedimentos superficiais (primeiros 2 cm) foi realizada com auxilio de
draga tipo "Van Veen", sendo acondicionados posteriormente em potes de aluminio
previamente calcinados (450 °C por 8 horas), refrigerados e transportados para o
laboratdrio. Em seguida, as amostras de sedimentos foram congeladas a -20°C, sendo
posteriormente secas por liofilizacdo e desagregadas com gral e pistilo. Finalmente, as
amostras foram entdo armazenadas em frascos ambar, sob refrigeracdo e em lugar

protegido da luz, minimizando a fotodegradacdo dos compostos até a extracao.

3.2.1 Analise granulométrica

A granulometria das amostras foi determinada com a finalidade de caracterizar a
porcdo de sedimento coletada de acordo com o tamanho do grdo. A metodologia de
peneiramento foi realizada no Laboratorio de Microcontaminantes Organicos e
Ecotoxicologia Aquatica (CONECO) e foi baseada no método descrito por Suguio
(1973). As amostras, depois de secas em liofilizador foram desagregadas e
homogeneizadas. Exatos 25¢g de cada amostra foram fracionados em um conjunto de
peneiras com diferentes tamanhos de malhas (1000, 500, 250, 125 e 63 um) e
classificados, sendo a fracdo fina (silte/argila) menor que 63 um. Cada fracdo (tamanho

do grdo) foi expressa em porcentagem.
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3.2.2 Carbono orgéanico

As analises do teor de carbono orgéanico (COT) foram realizadas no Laboratério
de Hidroquimica da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Exatos 1 g de
sedimento seco foram pesados em placas de petri, previamente descontaminadas com
solugdo de HCI 10% por 24 h. As amostras foram entdo acondicionadas em um
dessecador contendo HCI concentrado (37%) e deixadas sob o vapor do &cido durante
72 h para descarbonatacdo. As amostras foram entdo secas em estufa a 60°C até
atingirem um peso constante. Para a determinacdo do percentual de carbono organico
total, entre 2,5 a 3 mg do sedimento descarbonatado foram pesadas em capsulas de
estanho, sendo posteriormente quantificadas utilizando um analisador elementar
CHNS/0 da Perkin Elmer (WALLNER-KERSANACH et al., 2010).

3.3 Reagentes, Solventes e Materiais
Os reagentes e solventes utilizados nas analises quimicas foram de elevado grau
de pureza (anélise de residuo), evitando interferéncias nos resultados. Esse cuidado foi
necessario visando a faixa de trabalho dos analitos de interesse que se encontram em

concentracdo de ng mL™/ ng g*. Os materiais empregados estéo listados na Tabela 4.

Tabela 4: Materiais utilizados nas analises quimicas

Padrao/Reagentes (CAS) Pureza Fornecedor
Irgarol 1051 (28159-98-0) 98% Sigma-Aldrich
DCOIT (64359-81-5) 98% Sigma-Aldrich
Diuron (330-54-1) 98% Sigma-Aldrich
TCMTB (21564-17-0) 97% Dr. Ehrenstorfer
Atrazina-d5 (163165-75-1) 98% Sigma-Aldrich
Metanol 95% JT Baker
Acetonitrila 95% JT Baker
Acetato de Etila P.A JT Baker
Acetona 95% JT Baker
Hexano 95% Macron
Agua Ultrapura (resisténcia 18.2 mQ cm) Milipore - Merck
Cartucho C18 500mg — 6 mL Varian
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3.4 Descontaminacéo da Vidraria

Toda vidraria utilizada nos procedimentos analiticos foi previamente lavada e
imersa em solucdo Extran® (Merck, 5% v/v) por 24 horas. ApOs essa etapa, a vidraria
foi novamente imersa, agora em solu¢do de acido nitrico (5% v/v) por 24 horas.
Posteriormente, a vidraria foi novamente lavada com &gua e seca em estufa com
circulagéo forgada de ar a 35°C. Antes do uso, todo material foi rinsado com acetona e

hexano de grau analise de residuo (3 vezes cada solvente).

3.5 Solucdes

SolucBes estoque de cada composto foram preparadas em metanol na
concentracdo de 50.000 ng mL™ e armazenada sob refrigeracio de 4°C em frascos
ambar. A partir de diluicbes sequenciais, foram preparadas, bimestralmente, solucGes
intermediérias de 2500 ng mL™ individuais de cada biocida e solugdo com uma mistura
dos padrBes em concentracdes de 1000; 100 e 10 ng mL™. Novas diluicées foram
preparadas para a construcdo da curva em solvente e para fortificagdo dos sedimentos
“branco” na montagem da curva de calibra¢do construida na matriz. A quantificacdo das
amostras ambientais foi feita a partir de curvas analiticas construidas na matriz de um

sedimento representativo de cada ambiente (R10 Pesqueiro — ELP e S1 — SESS).

3.6 Metodologia Analitica

As analises quali-quantitativas do Irgarol 1051, diuron, DCOIT e TCMTB nos
sedimentos foram realizadas conforme Martinez e Barcel6 (2001) e Harino et al. (2005)
(Figura 4). Exato 1 g de sedimento seco foi pesado em frasco ambar, fortificado com
100 pL de uma solucdo de 10 ng mL™ de atrazina-d5 (padrdo de recuperacéo, PR) e
deixado em equilibrio durante a noite (por aproximadamente 14 horas). Posteriormente,
foram adicionados 15 mL de acetonitrila e os frascos foram agitados por 1 minuto em
vortex. Em seguida, as amostras foram colocadas em banho ultrassénico (50°C por 30
min) e, entdo, centrifugadas (4000 rpm por 7 min). ApOs esse procedimento, 0
sobrenadante (fragcdo organica) foi coletado em um frasco adicional. Essa fase inicial da
extracdo foi repetida 3 vezes. Os sobrenadantes foram entdo combinados e concentrados
a 1 mL em evaporador Syncore®. Em seguida, os extratos foram diluidos em 50 mL de
agua ultrapura, sendo purificados por Extracdo de Fase Sélida (EFS) usando cartuchos
C18 (fluxo de 1 mL min™), previamente ativados com 4 mL de acetato de etila e 4 mL
agua ultrapura. Os cartuchos foram secos com bomba de vacuo por um tempo minimo

de 1 hora. A eluigdo dos cartuchos foi feita com 2 aliquotas de 2 mL de acetato de etila.
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Os eluatos foram centrifugados e concentrados a 100 pL sob fluxo suave de nitrogénio,
sendo aferidos a 1 mL com metanol para anélise por cromatografia de fase liquida.

Figura 4: Fluxograma do método

i Fortificagéo das amostras
L

A W Banho Ultrasonico (3x): 1g de sedimento + 15 mL
de ACN
e
e' Centrifugacao
. 4 Concentracao dos sobrenadantes a 1mL no
t Syncore®
'_:':ﬂ Purificacdo por EFS
A5 -
o I
=
L8]
i Concentragao sob fluxo de N,
-
-
E"‘-‘ | Centrifugacéo
% Injec&o no LC/MS-MS

3.7 Instrumento

Os extratos foram analisados em um sistema de cromatografia de fase liquida
(LC-MS/MS)Alliance Separations, modelo 2695, Waters (Milford, MA, USA),
equipado com amostrador automatico, bomba quaternaria, sistema de degaseificagéo,
detector de espectrometria de massas LC-MS (Micromass® Quatro MicroTM API

Waters) com fonte API, utilizando modo de ionizagdo por “eletrospray”, sistema de
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aquisicdo de dados através de software Masslynx 4.0 Waters e uma coluna analitica
XTerra® C18 3,5 um 144 A (50 x 3 mm d.i.) (Waters, Millford, MA, EUA). A fase
mavel utilizada foi composta por agua acidificada com &cido acético (0,1%) e metanol,
no modo de eluicdo de gradiente. A pressdo do gas de nebulizacdo foi de 50 psi e 0
volume injetado de amostra foi de 10 uL. A Tabela 5 apresenta as condigcdes de
determinagdo dos biocidas anti-incrustantes no LC-MS/MS utilizadas no modo de
Monitorimento de Rea¢des Mdultiplas (MRM) (tabele 5).

Tabela 5: CondicBes para determinacdo dos biocidas anti-incrustantes no modo MRM

MRM .
. Electrospray - Voltagem do Energia de
Biocidas (ESI) Transicao cone (V) coliséo (eV)
(m/z)
. 220,93>101 33 21
Atrazina-d5 220,93>179 33 17
i 232,97>132,9 23 37
Diuron
232,97>160 23 23
253,97>108 27 17
Irgarol 1051 ¥ 281,97>71 29 19
238,76>136 17 25
TeMTB ¥ 238,76>180 17 15
332,82>76,9 23 57
+
DCOIT 332,82>123 23 29

3.8 Validacédo do Método
A metodologia analitica foi validada de acordo com os parametros estabelecidos
pelos orgdos regulamentadores INMETRO (2011) e SANTE (2015). Todo processo de
validacdo foi realizado utilizando o sedimento #R10, proveniente do estuario da Lagoa
dos Patos (RS). A fim de verificar se ha diferenca entre amostras distintas, o efeito

matriz foi também avaliado no sedimento #S1 de Santos (SP).

3.8.1 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo (RIBANI et al., 2004). Por meio da padronizacdo
externa, foi construida uma curva analitica (ou de calibracdo) da matriz onde foi

avaliada a linearidade pelo estudo da equacdo de regressdo linear e coeficiente de
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correlacdo, bem como a faixa de trabalho da curva. As concentragdes utilizadas para a
curva de calibracdo no solvente e na matriz foramde 1, 1,5, 2, 3, 5, 10, 15, 25, 40, 50 ng
ml™. Na quantificagdo das amostras do estuario da Lagoa dos Patos foi construida outra
curva de calibracéo na matriz , acrescentando os pontos de 80, 100 e 250 ng ™ (ANEXO
).

Seguindo também as recomendacfes do INMETRO (2011), a faixa de trabalho
ou faixa linear delimitada do método foi realizada a partir de um gréfico do logaritmo
da concentracdo versus a razdo da area do pico do analito pela concentracdo
correspondente. No gréfico, é definida a mediana da razdo da area do pico/concentracéo
e estipulada uma margem de erro em que pontos da curva deverdo mostrar a linearidade
esperada (RIBANI et al., 2004). O presente trabalho utilizou a margem de erro de 20%
(RIBANI et al., 2004).

3.8.2 Exatidao

O grau de concordancia entre os resultados individuais e um valor de referéncia
aceito como verdadeiro foi avaliado por ensaios de recuperacdo. O sedimento do ponto
#R1 foi fortificado com as solu¢des mix dos biocidas utilizando 50, 100 e 500 uL em 1
g de sedimento para obter os niveis de 0,5, 1, 5, 10, 50 ng g™*. O sedimento fortificado
foi armazenado em local abrigado da luz e do calor durante a noite para permitir a
interacdo entre os analitos e a matriz. Em seguida, as amostras foram analisadas
conforme descrito acima no item 3.6. A avaliacdo da exatidao foi feita em termos de
recuperacdo alcancada (Equacdo 3). Cada nivel de fortificacdo foi analisado em

triplicata e cada réplica foi injetada 3 vezes.

(Co x 100)
cf

Equacdo 1: Célculo para recuperacdo aplicado a cada biocida

R (%) =

Onde: Co = Concentracdo do composto obtida na amostra fortificada

Cf = Concentracao do composto adicionada na amostra fortificada

3.8.3 Precisdo
A dispersdo dos resultados em ensaios independentes foi avaliada pela

repetitividade e precisdo intermediaria. As amostras fortificadas em cinco niveis de
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concentragdes com trés réplicas (injecdo em triplicata) foram avaliadas sob condi¢fes
idénticas de medi¢des (mesmo analista, método, equipamento e local) para a
repetitividade. Ja a precisdo intermediaria foi calculada a partir da anélise das amostras
fortificadas (5 concentracBes, 3 réplicas, 3 injecbes) por trés dias ndo consecutivos.
Ambos parametros foram expressados pelo Desvio Padréo Relativo (DPR):

s
DPR (%) = 100 X Fa

Onde: s = desvio absoluto das amostras de cada concentracéo

X = média aritmética das amostras de cada concentragdo

3.8.4 Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

O limite de deteccdo do metodo (LD) representa a menor concentracdo do
analito que pode ser detectado, mas sem necessariamente ser quantificada. Para cada
analito, o LD foi obtido pela concentracéo na qual o sinal do analito foi trés vezes maior
que o ruido. O limite de quantificacdo do método (LQ) foi determinado pelo menor
nivel de fortificacdo (ensaio de recuperacdo) que o analito pode ser detectado com
confianca. Os LD e LQ foram determinados utilizando a curva na matriz somente

quando alcangados os critérios de precisdo e exatiddo do método.

3.8.5 Efeito Matriz

A investigacdo do efeito matriz foi realizada através da comparacdo de curvas
analiticas preparadas em solvente e na matriz ou através de experimentos com a
fortificacdo da matriz antes ou depois da extracio (ECONOMOU et al., 2009;
MATUSZEWSKI et al., 2003). Um ponto amostral de cada area de estudo (#S1 e #R10)
foram utilizados para construir curvas analiticas para cada ambiente. Na analise do
efeito matriz sobre os biocidas anti-incrustantes foram utilizadas 3 curvas preparadas
com sedimento #R10. E na comparacdo do efeito matriz no sedimento do ELP e do
SESS foram utilizadas 1 curva de cada ambiente injetadas no mesmo dia para minimizar
as variacbes decorrentes do equipamento entre dias distintos. Esses pontos foram
fortificados antes da extracdo com a solucdo mix dos biocidas pela padronizacdo por
adicdo de padrdo. A partir dos extratos foram preparadas solucbes para cada ponto da
curva. Assim, obedecendo aos pressupostos de linearidade, as curvas (1-50 ng mL™)

foram preparadas em solventes e nos sedimentos dos dois locais amostrados.
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As inclinacGes dessas curvas foram utilizadas no célculo da intensidade do efeito
matriz, indicando o quanto do sinal cromatografico foi aumentado ou suprimido. A
estimativa da intensidade do efeito matriz foi realizada através da relacdo entre o
coeficiente angular da curva da matriz (Sm) e da curva em solvente (Ss), que calculada
a partir da equagédo 1 (ECONOMOU et al., 2009).

Sm
EM (%) = 100 x (1-2%)
Equacéo 2: Efeito Matriz

A influéncia do efeito matriz no método também foi analisada através do
Eficiéncia do Processo (EP), o qual relaciona a recuperacdo alcancada do composto
ap6s todo procedimento de extragdo com o efeito matriz sobre o biocida
(MATUSZEWSKI et al., 2003). O calculo desse fator foi realizado ponto a ponto da
curva de calibragdo na matriz de acordo com Equacéo 2:

P.E (%) = 100 AFE
. = X —
0 AS

Equacdo 3: Eficiéncia do Processo
Onde, AFE = Area do composto em amostras fortificadas antes da extracao;

AS = Area do composto em solvente

3.8.6 Estatistica analitica

A normalidade e homocedasticidade dos dados obtidos nesse trabalho foram
avaliados usando os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Correlacdes
paramétricas de Pearson foram usadas para investigar a relagdo entre os teores de
carbono organico e de finos.

A andlise do efeito matriz foi realizada pela aplicacdo de um teste t avaliando
diferencas significativas entre as inclinagdes das curvas analiticas. Todos 0s testes

foram realizados no programa estatistico SPSS 17.0° com grau de significancia de 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Validacao e efeito matriz na analise de biocidas anti-incrustantes em
sedimentos marinhos

O desenvolvimento de métodos analiticos para quantificar substancias de
interesse em amostras ambientais deve passar por procedimentos que provem a
credibilidade do método em fornecer resultados adequados (LANCAS, 2004). Para isso,
6rgéos regulamentadores definiram alguns parametros de validacdo (ou figuras méritos)
que devem ser alcancados em busca da validacdo do método analitico. No presente
trabalho, 0 método usado na extracdo de analitos a partir de amostras de sedimentos
marinhos seguiu os critérios propostos pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade
e Tecnologia (INMETRO, 2011) e o Guidance document on analytical quality control
and method validation procedures for pesticides residues analysis in food and feed da
Comissdo Europeia (SANTE, 2015).

Segundo o INMETRO (2011), a curva analitica deve ser construida usando no
minimo 5 concentracgdes e apresentar boa sensibilidade. Atraves do modelo de regressao
linear é possivel inferir o bom ajuste da reta (linearidade) pelo calculo do coeficiente de
determinacéo, que deve ser proximo de 1. Isso mostra uma menor dispersdo dos pontos
preditos e observados, além de mostrar uma menor incerteza dos coeficientes de
regressdo, ou seja, menor incerteza da quantificacdo das amostras (RIBANI et al.,
2004). Os coeficientes de determinacdo obtidos para todas as curvas dos analitos
estudados no presente trabalho foram acima de 0,99, conforme determinado por SANTE
(2015) (Tabela 6). Apenas a curva do TCMTB na matriz do SESS foi 0,92.
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Tabela 6: Curvas analiticas (equacao e coeficiente de determinacédo) preparadas em solvente, em sedimento do estuario da Lagos dos Patos (LP) e do Sistema
Estuarino de S&o Vicente e Santos (SESS) para cada biocida anti-incrustante.

Curva no solvente

Curva na matriz (LP)

Curva na matriz (SESS)

Biocidas
Equacéo R2 Equacéo R? Equacéo R?
Diuron y=118668x + 14090 0,9988 y=100736x + 25068 0,9980 y=57622x + 8194 0.9980
Irgarol 1051 y=3662006x - 383260 0,9984 y=3101920x - 823380 0,9994 | y=1903845x + 313220 | 0.9990
TCMTB y=241181x - 53900 0,9991 y=208018x - 78085 0,9927 y=11246x - 4173 0.9258
DCOIT y=82426Xx - 7564 0,9970 y=46490x + 10344 0,9981 y=57620x - 2670 0.9968
y=594685x -125573 0,9983 y=578202x + 144012 0,9994 y=362816x -42417 0.9991

Atrazina-d5 (P.R)
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Os coeficientes angular e linear das regressdes também podem indicar um bom
ajuste da reta, pois eles refletem a sensibilidade e a intersecdo da reta com 0s eixos
(BRITO, 2001). Assim, o método analitico procura obter um alto coeficiente angular
para uma maior sensibilidade e baixo coeficiente linear para alcangar uma menor
resposta possivel do equipamento.

Para verificar a ocorréncia da linearidade ao longo da curva analitica, o
INMETRO também destaca a importancia de determinar a faixa de trabalho, mostrando
a linearidade ao longo da faixa de concentracdes na qual o método serd aplicado. A
avaliacdo das curvas analiticas mostrou que a dispersdo dos pontos utilizados nas
mesmas estava dentro da margem utilizada (<20%), implicando na linearidade de toda
curva (Figura 5).

A capacidade de extrair todos os analitos de interesse (exatiddo) pode ser
avaliada pelo uso de materiais de referéncia, adicdo-padréo ou ensaios de recuperacao
(INMETRO, 2011). Devido a inexisténcia de material certificado para os biocidas anti-
incrustantes de terceira geracdo, a exatiddo do método foi avaliada pelo ensaio de
recuperacdo utilizando cinco concentracdes relevantes dentro da faixa de trabalho de
cada biocida. E recomendado que os valores de recuperacdo do método estejam entre 70
—120% (SANTE, 2015).

A extracdo das amostras utilizadas no ensaio de recuperacdo foi realizada de
acordo com a metodologia descrita anteriormente, onde a recuperagdo alcangada variou
entre 72 e 98% para Irgarol 1051, 74 e 81% para diuron, 74 e 110% para TCMTB e de
83 e 90% para atrazina-d5 nos niveis de 1, 5 e 10 ng g*. O DCOIT apresentou
recuperacao entre 86 e 115% para os niveis de 5, 10 e 50 ng g™ (Tabela 7). Portanto, as
recuperacdes obtidas a partir do método de extracdo empregado estdo de acordo com 0
recomendado por INMETRO (2011) e SANTE (2015), indicando que o presente
método € adequado para a determinacdo analitica desses compostos a partir de amostras

de sedimento.
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Figura 5: Curvas analiticas e faixas de trabalho (variacdo de 20% da mediana para cada
biocida). A linha pontilhada marca a mediana do logaritmo da concentracéo e as linhas
vermelhas marcam o limite inferior e superior
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Tabela 7: Médias da recuperacdo, repetitividade e precisao intermediaria (n=3) do método usado
para analise dos biocidas anti-incrustantes em sedimentos fortificados em 3 diferentes niveis de

concentracao
Nivel de ~ . Precisao
Biocidas Fortificacéo Recuperagdo | Repetitividade Intermediaria
1 (%) (DPR %)
(ngg”) (DPR %)

1 74 15,5 16,4
Diuron 5 81 10,9 11,5
10 81 4,1 14,8
1 72 2,7 5,4
Irgarol 5 98 2,0 2,6
10 71 1,7 11,7
1 117 1,8 8,8
TCMTB 5 110 2,0 19,5
10 74 3,0 11,9
5 117 4,5 13
DCOIT 10 83 15,1 18,2
50 87 6,0 15,2
1 83 6,3 14,0
Atrazina-d5 5 85 2,6 9,6
10 90 1,9 14,9

Conforme recomendacdo do INMETRO (2011), o presente trabalho avaliou a
precisdo de meétodo através da repetitividade e precisdo intermedidria. Em todos os
casos, 0 desvio padrdo relativo (DPR) obtido foi menor que 20%, como recomendado
por SANTE (2015) (Tabela 7).

A precisdo e exatiddo permitem estimar os erros e variagdes embutidos no
processo analitico. Nesse trabalho, a precisdo intermediaria, por exemplo, mostrou uma
oscilacdo maior dos dados em andlises conduzidas em dias distintos. Essa variagdo foi
provavelmente devido a uma maior instabilidade que produziu resultados que variaram
em 15% (media) entre as réplicas das mesmas amostras analisadas no mesmo dia.
Apesar disso, o desvio padrdo relativo obtido a partir dos resultados para essas amostras
estd dentro do limite satisfatorio (<20%) recomendado pelo INMETRO (2011) e
SANTE (2015).

Apesar da importancia de conhecer o menor valor de concentracdo do analito de
interesse que pode ser detectado pelo método, o termo “Limite de Detec¢ao do método”
ainda ndo possui uma concordancia sobre sua definicdo e aplicacdo (INMETRO, 2011).
O limite de quantificacdo (ou limite de determinacdo) também deve ser avaliado, pois

mostra a concentracdo minima quantificAvel com confiabilidade (preciséo e exatidao).
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No entanto, alguns autores ndo utilizam esse parametro na validagdo, podendo assim
diminuir a confiabilidade no método (CASSI et al.,, 2008; HARINO et al., 2009;
BALAKRISHNAN et al., 2012).

Ainda assim, para melhor garantia analitica foram adotadas as recomendacdes
do INMETRO (2011). Portanto, o LD e LQ do método desenvolvido nesse trabalho
foram determinados pela relacdo sina/ruido e ensaios de recuperacao, respectivamente,
onde foi obtido o LD para todos os biocidas foi de 0,1 ng g™ e o limite de quantificacéo
de 1 ng g*, exceto para o DCOIT que apresentou o LQ foi de 5 ng g™

Considerando outros trabalhos que indicaram o LD e LQ encontrados na
validacdo de métodos usados na determinagdo simultanea de biocidas anti-incrustantes
de 32 geragdo (Tabela 8), € observada uma similaridade com os limites definidos no
presente estudo. Dentre esses trabalhos, Martinez e Barcelo (2001), Lambropoulou et al.
(2003) e Sanchéz-Rodriguez et al. (2011) testaram a metodologia validada em amostras
ambientais (Tabela 9) e, apesar da baixa frequéncia de deteccdo dos compostos nas
amostras de sedimentos, os autores consideraram os métodos aplicados eficientes para
uso na avaliagdo da contaminagéo.

Assim, os limites de deteccdo e quantificacdo encontrados nesse trabalho
permitem a analise dos biocidas anti-incrustrantes de 3* geracdo em amostras de
sedimentos, uma vez que alcancam os niveis frequentemente reportados na literatura de
residuos no ambiente (baseado também na faixa de concentracdo encontrada em outros

trabalhos da literatura).
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Tabela 8: Limites de Deteccdo e Quantificacdo reportados em estudos de validagdo de método para determinacao simultanea de biocidas anti-incrustantes de
3% geracdo (n.a, ndo analisado; LD, limite de detec¢do do método; LQ, limite de quantificacdo do método).

LD /LQ (ngg-")

Autores Extracao Instrumento ) . ] ]
Diuron Irgarol DCOIT Diclofluanida Clorotalonil TCMTB
. Agitacao
Voulvoulis et al., 1999 e GC-MS n.a 3,1/10,3 4,7/15,7 49/16.5 4,1/13,5 n.a
mecanica
, e HPLC-APCI-
Martinez e Barceld, 2001  Sonificacdo MS 0,4/ 0,2/ 0,4/ 1,6/ n.a n.a
Lambropoulou et al., Microextragao
5003 de fase solida GC-MS 1,5/ 0,5/ 1,5/ 1/ n.a n.a
Gatidou et al., 2004 Sonificacdo HPLC - DAD 3,1/ 2,8/ n.a n.a n.a n.a
Sanchéz-Rodri tal.
anchez ;O{'lg“ez €8 Microondas GC-MS 0,2/0,7 0,1/0,4 n.a 1 n.a 0,3/1,0
Presente estudo Sonificacdo LC-MS/MS 01/1 01/1 01/5 n.a n.a 01/1

Tabela 9: ConcentracGes de biocidas anti-incrustantes de 3% geracdo em amostras ambientais de sedimentos reportados em estudos sobre validacéo de
metodologias para determinacdo simultanea (n.a, ndo analisado; LD, limite de detec¢do do método).

Concentragdes (ng g-')

Autores Extracdo Instrumento . . . .
Diuron Irgarol DCOIT Diclofluanida Clorotalonil TCMTB
Martinez e Barceld, 2001  Sonificagao HPLi/_éPCI_ <L.D-137 <L.D-88 <L.D-4 <L.D-11 n.a n.a
Lambropoulou et al., Microextragao 43 (valor
GC-MS <L.D <L.D <L.D . .
2003 de fase sélida médio) n-a n-a
SanChez'Rgg{'lg”ez etal,  Microondas GC-MS <L.D-53 <LD-264 n.a <L.D-16,6 n.a <L.D
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4.1.1 Efeito Matriz

Apesar dos 6rgdos responsaveis pela regulamentacdo do controle de qualidade
analitico exigirem principalmente as figuras de mérito como linearidade, precisdo e
exatiddo para validacdo de métodos analiticos, a partir da década de 2000 surgiram
pesquisas mostrando a importancia de incluir também a avaliacdo do efeito matriz nos
procedimentos de validagdo de métodos analiticos (BENIJTS et al., 2004; GONZALEZ
et al., 2002).

A precisdo e exatiddo de um método podem ser prejudicados pela presenca de
componentes da matriz (co-extraidos e co-eluidos), que competem com os analitos de
interesse de modo a suprimir ou aumentar o sinal dos ions, causando o chamado “Efeito
Matriz (EM)” (HAJSLOVA & ZROSTLIKOVA, 2003).

Ainda na década de 1990, Erney et al. (1993) apontaram que as temperaturas
altas do injetor cromatografico e o tipo de matriz seriam 0s responsaveis pelo EM.
Atualmente, se sabe que essas interferéncias podem ser causadas em diferentes estagios
do processo cromatografico e variar de acordo com o instrumento utilizado
(cromatografia gasosa ou liquida), do detector, do método de extracdo, da concentracao
e natureza da matriz e do analito (PINHO et al., 2009; SANTOS et al., 2013).

A interacdo matriz/analito, assim como as concentracGes presentes nas amostras,
também influenciam na intensidade da supressdao ou aumento do sinal do analito. A
competicdo entre o analito e a matriz por sitios de ligagdo, como pelo acesso a fonte de
ionizacdo, pode mascarar ou aumentar o sinal (ERNEY et al., 1993). Nesse sentido, a
concentracdo e a natureza da matriz, bem como o tamanho da molécula, polaridade,
estabilidade térmica e volatilidade de cada analito sdo importantes fatores que também
contribuem com o efeito matriz (PINHO et al., 2009; POOLE, 2007).

Assim, sabendo da complexidade das matrizes ambientais e da impossibilidade
de eliminar completamente os seus efeitos sobre 0s métodos analiticos (NIESSEN et al.,
2006), algumas teécnicas sdao empregadas para minimizar esse efeito. O uso de
compostos protetores, padrdes internos marcados isotopicamente e quantificacdo por
curvas de calibracdo construidas na matriz sdo algumas das técnicas normalmente
utilizadas. A construcdo de curvas pela técnica de adicdo padrdo tem sido e
recomendada por Orgdos certificadores, considerando o alto custo e a pouca
disponibilidade de compostos quimicos protetores e marcados isotopicamente (SANTE,
2015; THOMPSON et al., 2002).
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As curvas de calibragdo na matriz permitem calcular a intensidade do efeito
matriz quando comparadas com as curvas de calibracdo no solvente. ECONOMOU et
al. (2009) propuseram a seguinte classificacdo para quantificar a intensidade do efeito
matriz a partir da comparagdo com curvas construidas em solvente puro: baixo (-20% a
+ 20%), médio (-50% a -20% ou +20% a +50%) ou alto (< -50% ou > +50%). Por outro
lado, o efeito matriz pode ser melhor entendido utilizando o céalculo da Eficiéncia do
Processo (EP). Este é um método quantitativo que reflete a combinacéo da recuperagao
e do efeito matriz sobre os compostos, uma vez que utiliza a area do analito obtida em
uma amostra fortificada antes da extragdo. Assim, uma baixa EP combinada com uma
alta intensidade do EM, indicam que a interferéncia na recuperacdo do método se deve
principalmente ao efeito matriz (MATUSZEWSKI et al., 2003).

Os valores de EM e EP para os biocidas anti-incrustantes de 3?2 geragéo
fortificados sobre uma matriz de sedimento coletada na estacdo Pesqueiro (#R1) do
estuario da Lagoa dos Patos estdo apresentados na Tabela 10. A construcdo de apenas
uma curva de calibracdo para a matriz SESS impossibilitou a aplicacdo do test t para a
matriz do SESS.

Tabela 10: Parametros utilizados na investigacao do efeito matriz pela intensidade do efeito
(EM) e eficiéncia do processo (EP) a partir da curva em matriz para o estuario da Lagoa dos
Patos (ELP) (média + desvio padrdo, n=3) e sistema estuarino de S&o Vicente e Santos (SESS)
(n=1). ttabulado pela distribuicdo t student (bilateral) considerando 2 graus de liberdade e
significAncia de 5%.

] Pier do Pescador
Pesqueiro (#R10) — ELP

(#S1) — SESS
Biocidas

t t EM EP EM EP
tabulado  calculado (%) (%) (%) (%)

Diuron 4,30 5,4 16 (¥5,7) 82 (£5,6) 41 61
Irgarol 1051 4,30 3,6 27(x10,7) 78 (£3,3) 52 49

TCMTB 4,30 4,0 22 (8,5) 77 (%4,2) - 4
DCOIT 4,30 6,8 53 (£7,8) 49 (x2,8) 28 71
Atrazina-d5 4,30 2,3 12 (#8,7) 89 (£3,6) 32 68

Seguindo a classificacdo de Economou et al. (2009), o efeito matriz sobre a
atrazina-d5 e o diuron mostrou-se baixo, enquanto que o efeito matriz sobre o Irgarol
1051 e TCMTB foi moderado. Para o DCOIT, um alto efeito matriz foi encontrado
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(Tabela 10). Quanto a analise estatistica, 0 DCOIT e diuron apresentaram diferencas
significativas entre as inclinagdes das curvas preparadas no solvente e na matriz. Por
outro lado, Irgarol 1051, TCMTB e atrazina-d5, que mostraram o t tabulado maior que o
t calculado, indicando que ndo houve diferenca significativa entre as curvas (Tabela 10).
Para o DCOIT, por exemplo, foi observada uma baixa eficiéncia do processo (EP =
49+2,8%), um alto efeito matriz (EM = 53+7,8%) e uma diferenca significativa entre as
curvas no solvente e matriz (t tab < t calc). Nesse caso, a matriz tem influéncia
expressiva na analise desse composto, de modo que pode afetar a recuperacdo
(dificultando a extragdo do analito da amostra). Sendo assim, ao estudar esse composto,
exatiddo e precisdo na curva da matriz devem ser sempre inspecionadas para verificar a
confiabilidade dos resultados.

O diuron também apresentou diferenca significativa entre as curvas de
calibracdo preparadas com solvente e na matriz (t tab < t calc), porém apresentou uma
boa EP. O baixo efeito matriz (16+5,7%) encontrado permite inferir que ndo ha grande
interferéncia na analise quantitativa do diuron e que boas recuperacdes ainda foram
alcancadas.

Né&o foram encontradas diferencas significativas entre as curvas de calibracédo da
atrazina-d5, Irgarol 1051 e TCMTB. A EP para os trés biocidas se mostrou satisfatoria,
ndo indicando perdas na recuperacdo dos biocidas ainda que a intensidade encontrada
do efeito matriz sobre Irgarol 1051 (27+10,7%) e TCMTB (23+8,5%) tenha sido
moderada (Tabela 10). Assim, apesar de um efeito matriz mediano sobre esses
compostos, a EP ndo foi afetada significativamente.

Para comparacdo do efeito matriz entre o sedimento do estuario da Lagoa dos
Patos (ELP) e o Sistema Estuarino de Santos e Sdo Vicente (SESS) foram preparadas
curvas de calibracdo utilizando um sedimento representativo de cada uma das areas,
sendo verificado se o EM varia entre as matrizes utilizadas. Os pressupostos da
linearidade foram alcancados para todas curvas construidas (r2 > 0,99), com excec¢édo da
curva do TCMTB construida com a matriz do SESS onde o r’ foi de 0,92.

O efeito matriz mostrou intensidades distintas quando analisado nas matrizes do
ELP e SESS para os biocidas anti-incrustante analisados de 3% geracdo. Quando
comparados 0s resultados para esses dois ambientes foi observado um maior EM
(solvente versus matriz) sobre o diuron, Irgarol 1051 e atrazina-d5 na matriz de SESS.
O DCOIT, no entanto, apresentou um menor efeito matriz no sedimento de SESS. A

eficiéncia do processo para esses compostos também variou quando analisado nas
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amostras desses ambientes. Os melhores niveis de EP para Irgarol 1051, diuron,
TCMTB e atrazina-d5 foram obtidos na andlise da matriz do ELP, enquanto que o
DCOIT alcangou melhores niveis na matriz do SESS.

Para 0 TCMTB, a matriz de SESS pode ter influenciado a quantificacdo do
analito, suprimindo a resposta cromatografica de modo a prejudicar o desempenho do
composto. A menor linearidade da curva de calibragdgo do TCMTB (r2 = 0,92)
inviabilizou a realizacdo do célculo do efeito matriz, junto com a baixa eficiéncia do
processo (média de 4%), indicam falhas na recuperacdo desse composto (Tabela 10).

No presente trabalho, cada biocida mostrou um comportamento diferente para
cada matriz de sedimento analisado. O menor efeito matriz e melhor eficiéncia do
processo para 0 DCOIT na matriz do SESS, por exemplo, pode indicar que a matriz de
SESS impediu uma maior interacdo ou influéncia da matriz com os analitos, o que pode
ter melhorado a precisdo dos resultados. Enquanto que para Irgarol, atrazina-d5, diuron
e TCMTB essa matriz pode ter inserido componentes que mascaram esses analitos na
quantificagdo por cromatografia liquida.

A influéncia que cada analito pode sofrer em determinada matriz € complexa e
dependente de varios fatores e da interacdo que pode existir entre matriz — analito —
equipamento. As diferentes caracteristicas fisico-quimicas dos biocidas, tais como a
solubilidade (diuron de 36 mg L™ e DCOIT com 5 mg L™, por exemplo) e os diferentes
grupamentos quimicos presentes (triazinas, feniulreia, tiazol) podem ter contribuido
com a variagdo nas respostas e intensidade do efeito matriz entre 0s compostos.
Portanto, o efeito matriz ndo é dependente apenas do composto analisado; esse
fendmeno também pode ser influenciado pelo instrumento e natureza da matriz utilizada
na analise.

Praticamente inexistem informacGes sobre efeito matriz relacionado a
determinacdo analitica de biocidas anti-incrustantes de 3% geragdo. Estudos conduzidos
por STEEN et al. (1999) e GATIDOU et al. (2004) utilizaram curvas construidas na
agua para o diuron, e em sedimentos para Irgarol 1051, respectivamente. Ambos
observaram que na presenca da matriz ocorria uma variacdo dos sinais dos analitos de
interesse. STEEN et al. (1999) observou ainda uma supressdo do sinal do diuron em
matrizes de agua com diferentes pH e quantidades de acido humico, utilizando um
detector de espectrometria de massas.

Westphal (2011) também observou um alto efeito da matriz na determinacgéo

analitica de atrazina-d5 e clorotalonil na matriz agua (ultrapura). Nesse mesmo estudo, o
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TCMTB mostrou um baixo efeito matriz, enquanto que o DCOIT e o Irgarol mostraram
efeitos moderados. Dominguez et al. (2014) observou um efeito matriz alto e baixo da
agua estuarina para os compostos diuron e lIrgarol 1051, respectivamente. Comparando
esses resultados do efeito em agua com os resultados obtidos no presente trabalho para
sedimentos (ambos analisados por espectrometria de massa), foi observado maior efeito
matriz para o diuron em &gua enquanto que o Irgarol estd sob maior efeito matriz
quando analisado em sedimentos. Entretanto, em comparacdo ao presente estudo, o
instrumento utilizado na quantificagdo dos compostos pode ter influenciado na
variabilidade do efeito matriz encontrado. Enquanto o efeito matriz que ocorre na
cromatografia de fase gasosa se da especialmente devido as altas temperaturas usadas
no injetor, na cromatografia de fase liquida é passivel de ocorrer a co-eluicdo de
compostos durante a etapa de ionizacdo. Assim, € possivel que o principio de operagédo
distinto entre os sistemas cromatogréaficos utilizados por Westphal (2011), Dominguez
(2014) e no presente estudo cause diferencas entre os efeitos matriz encontrados, ainda
que esse efeito possa ter ocorrido por outros fatores.

A observagdo de diferentes intensidades do efeito em trés matrizes distintas
(sedimento, agua ultrapura e agua estuarina) para o0s biocidas anti-incrustantes pode ser
decorrente também dos componentes intrinsecos de cada matriz. Outros trabalhos
também observaram oscilacdo das respostas ao analisar alguns analitos em matrizes
diferentes. Castro et al. (2015), por exemplo, mostraram diferentes intensidades do
efeito matriz ao analisar tributilestanho (TBT) e seus metabdlitos em sedimentos e
mexilhGes. Aguerre et al. (2000) também constataram que, especialmente, o
trifenilestanho (TPT) era dependente da natureza da matriz. Nesse caso, a resposta
variava quando a analise era realizada a partir da curva construida com a matriz de
sedimento ou de lodo.

Reconhecendo a interferéncia do efeito matriz em analises quantitativas de
compostos quimicos, alguns guias de orientagdes como SANTE (2015) (Unido
Europeia) e Thompson et al. (2002) (IUPAC, 6rgdo internacional) mencionam a
necessidade de construir curvas de calibracdo usando a técnica de adicdo padrdo. Esta
seria uma maneira de minimizar os efeitos inerentes de cada matriz. No entanto, a
quantificacdo das amostras por meio das curvas de calibracdo preparadas em solvente
ainda é uma pratica comum encontrada na literatura. Essa préatica, pode adicionar erros

analiticos ao ndo considerar os interferentes que as matrizes ambientais podem embutir
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nas determinacdes, assim como visto nos trabalhos de Harino et al. (2005), Kitada et al.
(2008) e Kim et al. (2015) para os biocidas anti-incrustantes de 32 geracao.

Em estudos de residuos de praguicidas em vegetais, a utilizacdo das curvas em
matriz € mais comum (NIESSEN et al., 2006; PINHO et al., 2009). Para essas analises,
0 guia da Unido Europeia (SANTE, 2015) ja agrupou essas matrizes de acordo com
algumas propriedades comuns (alto teor de gordura, de agua ou acidez). Assim, para
quantificar os praguicidas de interesse € aceita a constru¢do de uma Unica curva feita
com uma matriz que seja representativa do grupo a matrizes a ser analisado (SANTE,
2015).

Esse agrupamento tem o objetivo de diminuir o processo laborioso que envolve
a construcdo da curva de calibragdo, bem como evitar a problematica de ter
disponibilidade de matriz isenta de contaminacdo para construcdo das curvas. No
entanto, alguns trabalhos tém apontado que cada matriz (cada fruta, vegetal, biota e
agua) contribui com um efeito matriz Unico que é inerente de suas proprias
caracteristicas (THOMPSON et al., 2002; KRUVE et al., 2008; PINHO et al., 2009).

O trabalho de KRUVE et al. (2008) mostrou que essas caracteristicas individuais
poderiam ser responsaveis pela variacdo do EM para o composto Aldicarbe, entre frutas
diferentes, apesar de terem teores de agua e gordura semelhantes (tomates, pepino e
pimenta, por exemplo). Nesse estudo tambem foi observado uma variabilidade do EM
entre os tipos de macé de diferentes origens, tendo sido detectado um mesmo composto
apresentando tempos de retencdo semelhantes, mas que sdo ativados em condicGes
distintas (na presenca de radiacdo ultravioleta, por exemplo).

Na analise de amostras ambientais, a investigacdo do efeito matriz considerando
as variacOes de cada grupo (biota, agua ou sedimento) é ainda mais escassa. Entretanto,
hd estudos que quantificaram a contaminacdo por tributilestanho em tecidos de
gastropodes utilizando curvas analiticas construidas com tecidos de mexilhdes. Embora,
essa abordagem minimize o erro em comparacdo a uma curva construida a partir de
solvente puro, erros de quantificacdo decorrentes da composicdo distinta das matrizes
certamente ainda podem afetar a determinacdo analitica (CASTRO et al., 2015). Além
disso, alguns trabalhos observaram que o teor do material hiimico e pH podem alterar a
intensidade do sinal do analito em amostras de agua, assim como os diferentes teores de
lipidios, pigmentos e resinas de plantas podem afetar as respostas em amostras de biota
(CASSI et al., 2002; HAJSLOVA et al., 1998).
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Na literatura ndo foram encontrados trabalhos que avaliaram diferengas entre
efeitos matriz produzidos por amostras de sedimentos marinhos ou estuarinos. Assim,
uma importante observagéo realizada no presente estudo indica que a intensidade e
comportamento do efeito matriz varia entre amostras de sedimentos de diferentes
ambientes. Essa variabilidade é provavelmente devido a diferente constituicdo dos
sedimentos analisados, os quais podem sofrer a influéncia significativa das diferentes
condicdes locais, como hidrodinamica, gradiente de salinidade, taxas de sedimentagéo,
aportes de matéria organica de distintas composicdes e quantidades, composi¢do da
fracdo inorganica, composicdo da fauna e flora associada, entre outros (HAJSLOVA;
ZROSTLIKOVA, 2003; PINHO et al., 2009; SAARI et al., 2007).

As amostras de sedimentos utilizadas nessa comparagdo apresentaram variagdes
tanto na quantidade do carbono organico como na granulometria. O ponto #R10
(estuério da Lagoa dos Patos - ELP) apresentou 0,64% de carbono organico e 14,9% de
teor de finos (silte + argila), enquanto que #S1 (Sistema Estuarino de Santos e S&o
Vicente - SESS) mostrou 0,89% de carbono orgéanico e 5,6% de finos. Essa varia¢do na
quantificacdo desses parametros, bem como uma possivel diferenca na constituicdo
organica e inorganica do sedimento, pode ter influenciado no efeito matriz observado
sobre os analitos.

Dentre os fatores apontados na literatura, a matéria organica pode ser um dos
principais contribuintes do efeito matriz observado na anélise de sedimentos. Nesse
sentido, a composicdo, a fonte e os ligantes desse material podem influenciar
diretamente na interacdo matriz-analito-instrumento (SAARI et al., 2007). Esse fator
pode promover uma “prote¢do” dos analitos, evitando a degradacdo dos compostos
(aumento do sinal) ou mascarar a identificacdo dos ions (supressdo do sinal)
(HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2003; NIESSEN et al., 2006).

O estudo de Saari et al. (2007) mostrou uma diferenca significativa entre a
inclinacdo das retas das curvas construidas usando dois tipos diferentes de solos. A
partir do teste t, os autores observaram que a quantidade de matéria organica, com
diferenca de 3% entre os solos, era provavelmente o responsavel por afetar a resposta
para cada analito nas andlises cromatograficas. Carboni et al. (2016) também
observaram diferencas significativas entre as recuperacdes de fulerenos para solos que
possuem diferentes teores de carbono organico, tendo associado essa observacdo a
composicdo quimica da matriz e a concentracdo de co-extraidos nesse material como 0s

principais responsaveis da variagao na recuperagao.
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Ainda que limitados, os estudos sobre efeito matriz tém indicado a
complexidade e as interferéncias da matriz na quantificacdo dos compostos. Desse
modo, alguns trabalhos propdem técnicas para minimizar as interferéncias do efeito
matriz. Nesse sentido, alguns estudos propuseram que a fase de purificacdo das
amostras fosse intensificada, de modo a retirar 0 méximo de interferentes possiveis. No
entanto, o aumento de custo e tempo de analise ndo é compensado por uma reducdo
significativa no efeito matriz (CHAMBERS et al., 2007; SCHENCK; LEHOTAY,
2000).

O uso de compostos quimicos protetores dos analitos também é bem discutido
na literatura. O composto protetor tem a fungdo de mascarar os sitios de ligacdo do
injetor protegendo o analito da degradagdo no sistema cromatografico. Porém, esses
compostos protetores devem ser volateis, polares e com alta facilidade de formar
ligaghes de hidrogénio. Por essas caracteristicas, 0 uso desses compostos é limitado a
cromatografia de fase gasosa, dificultando a analise multi-residuo que tambem é
comumente realizada pelo emprego de cromatografia de fase liquida (PINHO et al.,
2009; SANCHEZ-BRUNETE et al., 2005).

O uso de compostos estaveis e marcados isotopicamente como padréo interno
nas analises € indicado como uma das medidas de controle do efeito matriz (SANTE,
2015). Is6topos do analito de interesse (comumente a adicdo de um isétopo de
hidrogénio na molécula) podem ser usados como padrao interno (inseridos nas amostras
antes da injecdo) ou padrdo de recuperacdo (inseridos antes da extracdo das amostras),
pois conseguem reproduzir o comportamento dos seus respectivos analitos de interesse.
Assim, se esses compostos forem usados como padrdo de recuperacdo serd possivel
avaliar todo o procedimento analitico e ndo somente a etapa de identificacdo dos
analitos de modo diferente do procedimento empregando esses compostos como padréo
interno. Todavia, ainda existem limitagdes para 0 uso desses compostos devido a
pequena disponibilidade de compostos organicos marcados isotopicamente no mercado.
Além disso, o alto preco atualmente praticado para esses padrées dificulta ainda mais o
seu uso (POOLE, 2007).

Outra forma de minimizar o efeito matriz € a construcao de curvas analiticas nas
matrizes de analise. Na literatura, sdo encontradas algumas maneiras para preparar esses
tipos de curva. A superimposicdo de matriz que é feita pela fortificacdo no extrato da
matriz para cada concentracdo (pOs extracao), construindo a curva a partir da relacao

direta entre as areas obtidas e as concentracfes dos padrdes. Na adicdo de padréo, por
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outro lado, a curva analitica € construida através da fortificagdo da matriz com
diferentes concentracbes do analito antes da extragdo. Esta técnica € usada
principalmente quando é dificil encontrar amostras isentas de contaminacéo (RIBANI et
al., 2004; CASSIANO et al., 2009).

No entanto, 0s mesmos guias que recomendam o uso de curva na matriz ndo
estabelecem claramente a melhor maneira de preparé-las, deixando a implementacéao
desta técnica suscetivel a erros que podem comprometer a sua eficiéncia em mitigar o
efeito matriz. SANTE (2015), por exemplo, deixa aberta a possibilidade de realizar a
fortificacdo da matriz antes ou depois da extracdo, enquanto o documento da IUPAC
(THOMPSON et al., 2002) sugere a aplicacdo da técnica de Adicdo Padrdo apenas para
um intervalo da calibragédo validada.

Considerando os fatores discutidos acima, o uso de curva na matriz ainda se
torna a forma mais viavel para minimizar o efeito matriz, visto a menor disponibilidade
e ao alto preco de compostos marcados isotopicamente que poderiam ser usados como
padrdo de recuperacdo. E, a fim de reduzir o trabalho envolvido na construcdo das
curvas, as matrizes utilizadas, por exemplo, podem ser agrupadas de acordo com suas
principais caracteristicas. No caso de sedimentos, separar de acordo como o teor de
finos, carbono organico total ou do tipo de ambiente em que foram coletados pode ser
uma forma de tornar a investigacéo do efeito matriz mais pratica.

No presente trabalho, a curva analitica foi construida pela técnica de adigéo
padrdo, o que pode implicar na reducdo da concentracdo da matriz nos extratos finais
devido a fortificacdo ser realizada antes da extracdo e causar subestimacdo nos
resultados. Ainda assim, foi possivel verificar a presenca do efeito matriz e que ocorria
uma varia¢do na sua intensidade com o tipo de matriz utilizada. Considerando que nao
ha, até 0 momento, um completo esclarecimento sobre técnica de construcéo de curvas
analiticas para investigacdo do efeito matriz, é recomendavel que as curvas analiticas
para quantificacdo de biocidas anti-incrustantes de 3? geracdo sejam preparadas por
superimposicdo de matriz. Isso possibilita uma melhor comparacdo entre essas
metodologias, principalmente quanto ha possiveis diferencas na intensidade do efeito
matriz. Assim, os protocolos existentes sobre validacdo de métodos analiticos deveriam
ser mais detalhados e especificos, evitando interpretacdes divergentes seja na analise ou
na mitigacdo do efeito matriz.

Do mesmo modo, vale lembrar que a comparacdo do efeito matriz apresentada

no presente trabalho foi realizado com base em uma amostra de cada ambiente, porém é
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bem possivel que a intensidade e comportamento desse efeito possa variar também entre
as amostras de um mesmo ambiente. Dito isso, e considerando os descasos ou
desatencdo com o efeito matriz em analises de andlise de residuos de compostos
orgénicos, é possivel afirmar que os resultados de muitos estudos que envolvem

amostras ambientais possam estar sub ou superestimados.
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4.2 Biocidas anti-incrustantes de 3% geracdo em sedimentos de dois estuérios

brasileiros

4.2.1 Carbono Organico e Granulometria

Compostos quimicos séo inseridos a todo momento no ambiente aquético e
podem estar submetidos a diversos processos de transformacéao da estrutura da molécula
ou de transporte e mistura no ambiente. As caracteristicas de cada compartimento
podem influenciar na ciclagem e biodisponibilidade do composto ali inserido
(SCHWARZENBACH et al., 1993). As principais caracteristicas para o sedimento sao,
por exemplo, o tamanho da particula, o teor de carbono organico, a composi¢cdo da
matéria organica e a presenca de organismos bentdnicos (SKEI et al., 2001).

A andlise granulométrica e o teor de carbono orgénico total foram
determinados nas amostras do Sistema Estuarino de Santos e Séo Vicente (SESS) e no
estuario da Lagoa dos Patos (ELP). Ambos os lugares mostraram a predominancia de
sedimentos classificados como areia fina (0,25 — 0,063 mm), representando entre 43,2 e
90,2% nas amostras do SESS e entre 42,4 e 91,3% nas amostras do ELP.

O teor de finos (< 0,063mm) variou entre 3,3 e 15,6% entre as amostras do
SESS analisadas, sendo que os maiores teores dessa fracdo foram encontrados nas
regibes mais internas do estuario (S3 e S7). Outros trabalhos encontraram teores
semelhantes para a mesma regido de estudo (BURUAEM et al., 2012; CESAR et al.,
2006). Para o ELP a fracdo de finos variou entre 0,08 e 20,5%, sendo que 0s maiores
teores foram encontrados na porcéo superior do estuario (R7, R14 e R15) e proximo ao
estaleiro Irmaos Fernandes (ER8). Trabalhos nessa regido observaram sedimentos mais
finos (mais argilosos) nos canais mais profundos e proximos de ambientes abrigados,
enquanto um fundo mais arenoso € encontrado principalmente nas margens do estuario
e em pontos de maior energia hidrodindmica (CALLIARI et al., 2009; OLIVEIRA et
al., 2007).

Para o carbono organico total (COT), teores de até 3,5% foram observados para
sedimentos do SESS localizados na parte interna do estuario proximo a area de
manguezal. Cesar et al. (2006) e Bordon et al., (2011) também encontraram 0s maiores
valores na regido mais interna do SESS, associando a regifes de manguezais e efluentes
de esgoto doméstico. Ja para o ELP, o maior nivel de 1,62% foi encontrado na regido

central do canal hidroviario do estuario (Tabela 11). Costa et al. (2016) e Mirlean et al.
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(2003) também encontram os maiores teores de COT em locais do ELP com predominio

de sedimentos finos, pradarias de rdpias e descarga de esgoto doméstico.

Tabela 11: Percentual de carbono orgénico total % (COT) e de granulometria nos sedimentos do
ELP e SESS

Granulometria

Estacao ((:(E/)O-)r Areia Areia Média _Areia Silte/Argila
Grossa (%) (%) Fina (%) (%)
Sistema Estuarino de Santos e S&o Vicente (SESS)

#S1 0,85 2,75 6,32 83,82 5,65

#S2 1,30 2,95 8,14 81,61 6,74

#S3 3,03 9,11 32,28 46,86 10,31

#S4 2,67 19,92 30,50 43,22 4,97

#S5 2,84 10,57 30,63 48,07 7,14

#S6 3,45 7,82 27,84 46,75 15,56

#S7 3,50 11,21 29,23 47,05 10,89

#S8 1,06 2,20 6,04 86,89 3,96

#S9 0,98 1,72 3,92 90,24 3,28
Estuéario da Lagoa dos Patos (ELP)

#R1 1,16 1,12 12,37 72,47 12,37
#ER2 1,09 78,20 10,77 11,13 0,23
#ER3 0,81 9,91 18,63 66,13 4,30
#ER4 0,10 0,32 7,30 90,60 0,51
#ER5 0,03 0,08 11,29 87,45 0,08

#R6 1,57 4,99 33,65 49,58 10,70
#ER7Y 1,14 6,04 16,07 61,11 16,23
#ERS 0,99 23,65 13,07 55,55 5,57

#R9 1,62 5,83 40,30 48,00 4,79
#R10 0,64 0,12 4,11 79,87 14,96
#R11 1,32 6,43 33,44 42,49 16,44
#R12 0,99 0,64 14,64 70,72 12,81
#R13 0,88 1,86 23,52 61,92 10,57
#R14 1,60 2,89 19,40 54,28 20,47
#R15 0,44 1,22 9,79 70,86 16,34

Correlacdes significativas foram observadas entre o teor de finos e COT para
as amostras do SESS (r = 0,78, p<0,05) e do ELP (r = 0, 42, p <0,005) (Figura 6). Os
teores mais elevados de carbono organico nos sedimentos do SESS, bem como a

amostragem em regides muito proximas a estaleiros, com presenca de particulas de tinta
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anti-incrustantes, pode ter interferido na anélise granulométrica de alguns sedimentos do

ELP e, consequentemente, na relacdo encontrada entre esses parametros.

Figura 6: Relacgdo entre carbono organico total (COT - %) e teor de finos (%) dos sedimentos
amostrados do Sistema Estuarino de Santos e Sdo Vicente (SESS) e Estuario da Lagoa dos

Patos (ELP). A linha de tendéncia representa a correlacdo de Pearson (r).
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Em geral, quanto maior o percentual de sedimentos finos maior sera o teor
de carbono orgéanico (COT), apresentando uma correlacdo direta com o teor de matéria
organica (GRAY, 1981). Apesar de normalmente apresentarem uma boa correlagéo,
uma vez que a fracdo de finos dos sedimentos apresenta uma maior capacidade de
adsorcdo da fracdo organica, diversos fatores podem influenciar esta relacdo (HALL;
ANDERSON, 2014). A composicdo mineraldgica, que inclui principalmente o teor de
oxidos e hidroxido de ferro, aluminio e manganés na fracdo de finos, e da matéria
organica, com predominio de material hdmico, por exemplo, sdo fatores que
influenciam diretamente pois podem variar significativamente entre os sedimentos
(RADKE et al., 2012; SZAVA-KOVATS, 2008).

Diferentes correlagbes entre finos e COT tém sido relatadas na literatura.
Estudos em sedimentos estuarinos da Califérnia (HALL e ANDERSON, 2014), areas
portuérias da Polénia (RADKE et al., 2012) e costeiras do Chile (MOCO, 2016), por

exemplo, encontraram correlagOes fracas (0,48, 0,33 e 0,23, respectivamente) entre o
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COT e o teor de silte/argila, enquanto uma correlagdo mais forte (r = 0,65) foi
encontrada em sedimentos da Baia de Todos os Santos (Brasil) (ARTIFON et al., 2016).

De forma geral, a distribuicdo do COT e de sedimentos finos permite inferir os
possiveis gradientes de contaminacdo em cada ambiente aquético, pois sdo parametros
que influenciam a capacidade de sorcdo e ciclagem de contaminantes no ambiente
(VON OEPEN et al., 1991). Por isso, o conhecimento sobre esses parametros deve ser
sempre considerado a fim de esclarecer a distribuicdo de contaminantes e areas mais

susceptiveis a degradacdo ambiental.
4.2.2 Biocidas anti-incrustantes de terceira geracao

4.2.2.1 Sistema Estuarino de Santos e Sdo Vicente (SESS)

Os biocidas diuron, Irgarol 1051 e DCOIT foram detectados em mais da metade
dos sedimentos analisados do Sistema Estuarino de Santos e S&o Vicente (SESS),
porém sempre abaixo do limite de quantificacdo do método (<1 ng g — irgarol e
diuron; <5 ng g™* — DCOIT) (Figura 7).

Figura 7: Niveis dos biocidas anti-incrustantes (diuron * ; Irgarol A; TCMTB ¢ e DCOIT @
) em sedimentos do Sistema Estuarino de Santos e Sdo Vicente (SESS). Azul claro indica
valores < LD e azul escuro indica valores <LQ.
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Nas estacOes S3 e S8 foram detectados 3 biocidas simultaneamente (Irgarol,
diuron e DCOIT). O terminal 1 do porto de Santos (S3) é um dos principais pontos de
movimentacdo de embarcacfes comerciais que pode contribuir com residuos de
biocidas anti-incrustantes. Por outro lado, o ponto S8 (localizado no canal de Sao
Vicente) apresenta trdfego de embarcacGes de pesca e proximidade com algumas
marinas.

Irgarol parece estar mais ubiquamente distribuido, uma vez que foi detectado
em 8 das 9 amostras de sedimentos analisadas. Essa observacdo indica um provavel uso
continuo desse composto em tintas anti-incrunstantes, além de sua maior persisténcia
ambiental. O diuron por sua vez foi detectado em 5 pontos amostrados, localizados
principalmente na regido mais interna (S5, S6, S7 e S8) do estuario e proximo ao
terminal 1 do porto de Santos (S3). Alguns desses pontos estdo localizados nas
proximidades de terminais altamente movimentados do porto de Santos (S3, S5 e S6),
0s quais podem estar contribuindo com aportes de diuron para o0 ambiente.

Niveis detectaveis do biocida DCOIT (< 1 ng g™*) também foram encontrados
em 5 amostras do estuario, no Canal de Sdo Vicente (CSV) (S7; S8 e S9) e Canal de
Santos (CST) (S3 e S4). O trafego naval do canal de So Vicente é significativamente
inferior ao canal de Santos, com apenas algumas embarcacdes pequenas de pesca local e
uma marina com barcos recreativos (S9). No entanto, o0 CSV é marcado por uma
extensa area de manguezal que pode reter os contaminantes. Além disso, a influéncias
das marés sobre o estuario pode contribuir para remobilizacdo desses contaminantes
inclusive para areas distantes das fontes (GIMILIANI et al., 2016).

O biocida TCMTB néo foi detectado em nenhuma das amostras analisadas. De
fato, esse composto tem sido raramente encontrado em sedimentos de areas portuarias e
marinas. I1sso se deve, provavelmente, ao seu baixo uso como biocida em sistemas anti-
incrustantes.

Adicionalmente, a distribuicdo de sedimentos finos e carbono organico do
ambiente pode também influenciar a distribuicdo observada no presente trabalho. Os
pontos mais internos do estuario (S6 e S7), situados no CSV, apresentaram maior
conteldo de sedimentos finos (15,5 e 10,9%, respectivamente). Dentre as amostras
analisadas, o0 ponto S6 apresentou o maior teor de carbono organico total (COT), o que
pode ter contribuido para uma maior sorcdo desses compostos nos sedimentos desse

local. Similarmente, em pontos do canal de Santos onde foram detectados os biocidas
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Irgarol 1051, diuron e DCOIT, também foram observadas quantidades relevantes de
sedimentos finos e COT.

4.2.2.2 Estudrio da Lagoa dos Patos (ELP), Rio Grande do Sul

Os resultados da andlise de biocidas anti-incrustantes de 3% geracdo em
sedimentos do estuario da Lagoa dos Patos (ELP) estdo sumarizados na Figura 8.

Figura 8: Niveis dos biocidas anti-incrustantes (diuron * ; Irgarol A; TCMTB ¢ e DCOIT @
) em sedimentos do estuario da Lagoa dos Patos (ELP). Azul claro indica valores < LD e azul
escuro indica valores <LQ.
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As amostras de sedimentos superficiais R1, R6, R9, R10, R11, R12, R13, R14
e R15 foram coletadas ao longo canal de navegagéo utilizado pelo porto de Rio Grande.
Por outro lado, as amostras ER2, ER3, ER4, ER5, ER7 e ERS8, foram obtidas nas
proximidades de estaleiros da regido, os quais podem atuar como fonte direta de
contaminacdo pelos biocidas estudados. Todos os compostos avaliados foram
detectados em pelo menos uma amostra de sedimento do estuario da Lagoa dos Patos. O
biocida DCOIT foi o composto mais frequente, sendo detectado em nove locais
amostrados, dos quais dois estavam acima do limite de quantificacdo. Por outro lado, o
biocida TCMTB foi o biocida menos frequente, tendo sido detectado em apenas cinco
amostras, sendo quantificavel em apenas uma.

A maior concentragdo foi encontrada para o DCOIT (213 ng g™) no late Clube
de Rio Grande (ERS), junto a uma rampa onde sdo frequentemente realizadas atividades
de manutengéo, principalmente, de barcos de lazer. Nesse local todos os compostos
foram detectados, mas somente os biocidas DCOIT e Irgarol (4,9 ng.g™) apresentaram
niveis acima dos limites de quantificacdo. No estaleiro Santos (ER2), um dos principais
da cidade de Rio Grande e localizado proximo ao Super Porto, do DCOIT também foi
detectado.

Concentracdes relevantes dos biocidas Irgarol (17,8 ng g™) e diuron (7,8 ng g*)
foram observadas nas amostras obtidas no estaleiro Irmdos Fernandes (ER7), o mais
antigo da cidade em atividade a cerca de 100 anos. Os niveis dos biocidas Irgarol,
diuron e DCOIT (com a 2* maior concentracdo dentre as amostras avaliadas)
encontrados nesse estaleiro podem indicar que a contaminagéo possa ter sido decorrente
de seu uso em anos anteriores. Apesar da menor atividade de reparacdo e manutencao
desse estaleiro, 0s compostos com maior persisténcia ambiental como o Irgarol e diuron
puderam ainda ser encontrados neste local.

As concentracBes encontradas proximo de outros estaleiros da regido (Barra,
do Alemé&o e 4 Irmaos) foram abaixo do limite de deteccdo para os biocidas estudados.
O estaleiro da Barra esta localizado em uma area abrigada (elevado tempo de
residéncia), préxima a desembocadura do estuario. Enquanto os estaleiros do Alemao e
4 Irmaos estdo situados proximos ao canal de acesso do porto, estando sujeitos a
influéncia de correntes costeiras. Estes trés estaleiros realizam manutencdo em
embarcacfes de medio a grande porte, poréem numa frequéncia menor do que 0s

estaeiros Santos, Irmaos Fernandes e late Clube.
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Embora, as maiores concentracbes tenham sido encontradas nos pontos
proximos aos estaleiros, todos os biocidas foram detectados; Irgarol 1051 (3,7 ng g™),
Diuron (1,6 ng g™), TCMTB (2,6 ng g™) e DCOIT ( < LQ) foram encontrados nos
pontos proximos ao limite norte do ELP (R14 e R15). Em outros pontos do canal
hidroviario do ELP, o diuron foi apenas detectado (R11 e R13). O biocida DCOIT
também foi encontrado abaixo do limite de quantificacdo nos pontos do canal de acesso
ao porto, préximo a desembocadura do estuario (R1) e no porto novo da cidade de Rio
Grande (R6).

A caracterizacdo do sedimento desse ambiente indicou que 0s maiores teores
de finos foram encontrados proximo do ponto referente a Porteiras (R14) e Ponta da
Feitoria (R15), no limite norte do estuério, com 20,4% e 16,3% respectivamente. No
estaleiro Irmdos Fernandes também foi encontrado um nivel significativo de finos
(16,2%); maior quantidade dentre os pontos relacionados aos estaleiros. Quanto ao
carbono organico total (COT), dentre as amostras do canal de navegacdo, os maiores
valores encontrados foram de 1,6% no Cocoruto (R6) e Diamante (R9), localizados no
canal de acesso. Entre as amostras coletadas proximo a estaleiros, ER2 (estaleiro
Santos) e ER7 (estaleiro Irmédos Fernandes) obtiveram os maiores valores de carbono

organico com 1,09% e 1,14%, respectivamente.

4.2.3 Discusséo Geral

Ambientes estuarinos em geral podem sofrer efeitos antrépicos provenientes da
agricultura, desmatamento, dragagens e disposicao inadequada de residuos. No entanto,
a distribuicao espacial e temporal, transporte e deposicdo de contaminantes que chegam
nesses ambientes estdo condicionadas as caracteristicas climéticas, hidrodinamicas e
geomorfologicas préprias de cada regido (PINOCHET et al, 2009;
SAKELLARIADOU, 2015).

O presente trabalho representa um primeiro esforco em analisar,
simultaneamente, quatro biocidas anti-incrustantes de 3?2 geracdo: Irgarol, diuron,
DCOIT e TCMBT em dois ambientes estuarinos na costa brasileira, considerando suas
caracteristicas particulares.

Os resultados obtidos pela analise das amostras de sedimentos do Sistema
Estuarino de Sdo Vicente e Santos (SESS) e no estuario da Lagoa dos Patos (ELP)
mostraram que a distribuicdo dos biocidas anti-incrustantes de 3? geracdo € influenciada,

pelas fontes de contaminacédo, pelas suas caracteristicas quimicas e pela hidrodinamica
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de cada ambiente. A Tabela 12 apresenta, resumidamente, as principais caracteristicas
dos dois estuérios estudados que podem ajudar na compreensdo dos dados encontrados:
De forma geral, as principais fontes de contaminagao de biocidas de tintas anti-
incrustantes para o ambiente sdo terminais portuarios, canais de navegacgao e estaleiros e
marinas, que abrigam diversas embarcacdes que utilizam esses compostos para evitar a
incrustacdo de organismos. No SESS, dentro do canal de Santos (CST), é encontrado o
principal porto do Brasil e um dos principais da América Latina que poderia contribuir
significativamente para a introducdo desses compostos no ambiente (Figura 9). No
entanto, a maior frequéncia de presenca dos biocidas anti-incrustantes foi vista no canal
de S&o Vicente (CSV), apesar de ndo haver nenhuma atividade intensa de navegacao ou

quantidades significativas de embarcacgdes de pesca.

Tabela 12: Principais caracteristicas oceanograficas médias do Sistema Estuarino de Sdo
Vicente e Santos (SESS) e do Estudrio da Lagoa dos Patos (ELP) estudados nesse trabalho

Caracteristica Média SESS ELP Referéncia (SESS; ELP)
(SP) (RS)
Vento (ms™) (direcéo) 15 o1 Harari et al. (2008); Tomazelli et al. (1993
(leste) (nordeste)
Descarga fluvial (m® s™) 127 2400 Moser et al. (2005); Moller et al. (2001)
Amplitude da Maré (m) 1,5 0,47 Occhipinti (1973); Moller et al. (2001)
Tempo de residéncia (dias) 4,2 45 Roversi, 2012; Lisboa (in press)
Material em suspensdo (mg L™) 150 100 Torres et al. (2009); Seiler et al. (2015)
Profundidade média (m) 12 5 Roversi (2012); Moller et al. (2001)
Velocidade da corrente nos 30 70 Harari et al. (2008); Silva et al. (2015)
canais (cms™)
Salinidade 15-31 0-34 Torres et al. (2009); Calliari et al. (2009)

Ambos canais do SESS estdo sob um fluxo hidrodindmico constante e
significativo causado pela maré (MOSER et al., 2005). Séo considerados moderamente
estratificados, onde a propagacdo da maré enchente (maior componente da circulacéo)
tem uma velocidade média de 30 cm s™ e que pode ter influéncia da cunha salina até 20
km para dentro dos canais (HARARI et al., 2008). O escoamento que ocorre nos canais
€ mais intenso no CST, que também é considerado um ambiente sob erosdo pela
interacdo das &guas salinas e dos rios. Simulagdes ja mostraram que o fluxo do CST

pode chegar a 102 - 103 m3 s*

e ocasionar a exportacdo do material dissolvido e
particulado para fora dos canais (MOOSER et al., 2005). Desse modo, apesar da regido
portudria ser localizado no Canal de Santos (CST), a hidrodinamica do local pode ser
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um fator que influencie na dispersdo dos biocidas anti-incrustantes, sendo passiveis de
depositar fora do canal. Ja foi mostrado que esse escoamento dos canais estuarinos pode
também permitir um aporte significativo da carga orgénica para a baia de Santos
causando inclusive uma eutrofizagéo local (SIQUEIRA et al., 2006).

Figura 9: Pontos amostrados no Sistema Estuarino de Santos e S&o Vicente (SESS) no canal de
Santos proximo ao Porto. (a) Termina 1 (S3); (b) Terminal 2 (S4)

Foto: Google Imagens

No Canal de Séo Vicente (CSV) ndo ha presenca expressiva de portos ou
embarcacGes comerciais, porém pequenas embarcacOes de pesca e de lazer e uma
marina para barcos recreativos estdo presentes na regido da desembocadura do canal
(Figura 10). Ainda assim, os biocidas Irgarol, diuron e DCOIT foram detectados nas
amostras desse local. Além da intrusdo salina que também ocorre nesse canal, toda essa
regido € marcada pela presenca de manguezais em toda sua extensdo, com sedimentos
essencialmente redutores, 0 que pode tornar essas areas propicias para acimulo de
compostos organico (SIQUEIRA et al., 2006). Além disso, nessa zona ocorre a
deposicdo do material em suspensdo por meio da floculagéo e consequente deposicéo no
sedimento (FUKUMOTO et al.,, 2006). Este processo favorece a deposicdo de
compostos organicos, como o0s biocidas em estudo. Gimiliani et al. (2016), em um
estudo de distribuicdo espacial de varios desreguladores endocrinos, também
observaram as maiores concentracGes desses compostos nessa mesma regido do

estudrio.
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Figura 10: Pontos amostrados no Sistema Estuarino de Santos e S&o Vicente (SESS). (a) Marina
préximo a desembocadura do canal de Sdo Vicente (S9); (b) ponto mais interno do sistema
estuarino (S6)

Foto: Google Imagens

Alguns estudos da presenca de contaminantes no SESS mostraram um
comportamento semelhante ao observado para os biocidas no presente trabalho. Santos
et al. 2011, por exemplo, observaram concentragdes reduzidas de butilestanicos em
sedimentos superficiais no CST, relacionando com possiveis fluxos difusores
(remobilizagao, dessor¢ao) do sedimento para a coluna d’agua. Outros compostos, COMO
HPAs e PCBs, também foram estudados nesses ambientes, apresentando um gradiente
de concentracdo com maiores concentracdes na regido mais superior do estuario (mais
interna) e reduzindo em direcdo a desembocadura dos canais (TORRES et al., 2009).
Nesse ultimo caso, a proximidade com o complexo industrial de Cubatdo e altos teores
de carbono organico e de finos favoreceram a permanéncia desses grupos de compostos
na regido mais interna do sistema estuarino (LAMPARELLLI et al., 2001).

Esses estudos de Torres et al. (2009) e Lamparelli et al. (2001) também
destacaram o papel da remobilizacdo no gradiente de contaminantes organicos
encontrados em sedimentos superficiais no SESS. Esse processo permite a
redisponibiliza¢do dos contaminantes para a coluna d’agua, que pode acontecer por
acOes naturais como bioturbacdo, correntes de maré, tempestades, ou também através de
dragagens de sedimentos nos canais de acesso a terminais portuarios (TORRES et al.,
2009). Embora a coleta dos sedimentos tenha sido realizada em areas distantes do canal
sob dragagem periddica, é possivel que o sedimento tenha sido remobilizado e
permitido a redisponibilizagdo dos biocidas para a coluna d’agua, sendo entdo passiveis
de transporte ou de degradacdo e dificultando a detec¢do deles nos sedimentos

marinhos.
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O estuério da Lagoa dos Patos (ELP) foi amostrado com pontos de coletas ao
longo do canal de navegagdo até o limite norte do estuario e proximos a locais de
manutengdo de embarcacdo, como estaleiros. Esta estratégia amostral, juntamente com
0s resultados obtidos, permitiram observar a importancia dos estaleiros como fonte
potencial de biocidas anti-incrustantes. Assim como feito por outros autores que
indicaram a importancia dos estaleiros como contribuintes da contaminagcdo de TBT
(CASTRO; FILLMANN et al., 2012; KOTRIKLA, 2009).

Os quatros biocidas estudados, Irgarol, diuron, DCOIT e TCMTB, foram
detectados em amostras de sedimentos coletadas préximo aos estaleiros e alguns deles
foram quantificados em concentraces ambientalmente significativas. A coleta de
sedimentos no estaleiro Irmdos Fernandes (ER7) e o late Clube (ER8) foram realizados
a 2 metros da rampa de onde s&o colocadas as embarcagdes para manutencdo (Figura
11). As altas concentraces de biocidas encontradas nestes dois locais podem estar
relacionadas com a intensa atividade de manutencdo de embarcacdes e com a
localizacdo desses estaleiros em zonas mais abrigadas, onde a influéncia de correntes é
minima, proporcionando uma baixa capacidade de renovacdo da agua (SILVA et al.,
2015).
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Figura 11: (a) Embarcacdo em reparo no late Clube de Rio Grande e (b) particulas de tintas anti-
incrustantes na area; (c) Local de manutencdo das embarcagdes no estaleiro Irmdos Fernandes.

Foto: Sanye Guimardes, 2014

Adicionalmente, no caso dos estaleiros, é importante ressaltar também a
presenca de particulas de tintas anti-incrustantes decorrentes da atividade de
manutencdo das embarcacdes (PARKS et al., 2010) (Figura 11b). Durante a remocao de
pinturas antigas das embarcacdes, realizada nesses locais, as particulas originadas pela
raspagem ou lixamento dos cascos ainda podem conter quantidades relevantes de
biocidas anti-incrustantes. Dessa forma, essas particulas podem atuar como fonte
secundaria (liberacdo continua) de contaminacdo para sistemas aquéaticos (PARKS et al.,
2010; TURNER, 2010). Estudos realizados em paralelo ao presente trabalho, e que
avaliam a ocorréncia, distribuicdo e toxicidade dessas particulas, tém indicado varias
areas da Lagoa dos Patos como fontes potenciais dessas particulas (comunicagédo
Pessoal)t. Além disso, esse estudo tem encontrando em amostras de sedimentos,
quantidades de particulas capazes de causar efeitos toxicos na biota (SILVA, 2015). As
maiores concentragdes de particula foram encontradas exatamente no estaleiro Irmaos

Fernandes e no late clube, uma vez

Informacéo obtida por Sanye S. Guimaraes, Instituto de Oceanografia, Univesidade Federal de
Rio Grande. 2016 74



que sdo locais de intensa atividade de manutengdo e com baixa hidrodinamica, que ndo
favorecem a dispersédo das particulas e, consequentemente, da contaminagao.

Sendo assim, é necessario considerar que os niveis de biocidas reportados no
presente estudo para esses locais provavelmente incluem também os biocidas ainda
presentes nas particulas de tintas anti-incrustantes presentes na matriz analisada. Nesse
sentido, é sabido que as particulas de tinta podem atuar na protecdo desses biocidas,
reduzindo a sua susceptibilidade a degradacdo (THOMAS et al., 2003). Portanto, a
presenca de particulas representam uma fonte secundaria de biocidas ao ambiente
(TURNER et al., 2010; HASAN et al., 2014). De forma similar, nos pontos do estaleiro
da Barra (ER3), do Alemédo (ER4) e no Quatro Irmdos (ER5) onde uma menor
concentracdo de particulas foi encontrada por Guimaraes et al. (2015), os niveis de
biocidas associado aos sedimentos também se mostraram menores. Nesses locais, a
coleta de sedimentos também foi realizada a poucos metros (entre 5 e 8 metros) da
rampa de docagem das embarcacOes (Figura 12) e foi encontrado baixos niveis de
contaminacdo, sendo o DCOIT o Unico biocida detectado nesses trés pontos. Além
disso, as atividades de manutengdo nesses estaleiros sdéo menos frequentes e 0s mesmos
estdo diretamente conectados ao o canal do estuario estando, portanto, mais susceptiveis
a acdo das correntes, as quais favorecem uma maior dispersdo dos contaminantes.

Figura 12: Estaleiro dos 4 Irméaos (a) e do Alemao (b)

Foto: Sanye Guimardes, 2014

Por outro lado, quantidades significativas de particulas anti-incrustantes foram
encontradas no estaleiro Santos (ER2) (Guimardes et al., 2015). Ainda assim, aliado
ainda ao fato de estar localizado préximo ao Super Porto de Rio Grande (mais préximo

a grandes embarcagdes), 0 sedimento coletado junto a este estaleiro ndo apresentou altos
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ainda ao fato de estar localizado proximo ao Super Porto de Rio Grande (mais proximo
a grandes embarcacdes), o sedimento coletado junto a este estaleiro ndo apresentou altos
niveis de contaminacdo, como foi visto no late Clube e no estaleiro Irméo Fernandes.
Isso se deve, provavelmente, ao fato desse estaleiro estar situado mais proximo a
desembocadura do estuério, onde se encontram as maiores velocidades de corrente (90
cm s™) e os menores tempos de residéncia (aproximadamente 30 dias) (SILVA et al.,

2015; LISBOA et al., in press), onde 0s processos de diluigdo seriam mais efetivos.

Figura 13: Estaleiro Santos no estuario da Lagoa dos Patos. (a) Local de reparo das embarcacdes;
(b) particulas de tintas anti-incrustantes presente no local

Foto: Sanye Guimardes, 2014

Ao contrario dos pontos localizados proximos aos estaleiros, as amostragem
realizadas ao longo do canal mostraram menores concentrac6es dos biocidas analisados.
Essas amostras foram coletadas em locais com menor influéncia direta das fontes de
contaminacdo e com maior influéncia hidrodindmica do estuario, que ¢ dominada pela
vazante com intensa descarga fluvial (MOLLER et al., 2001). Nos pontos localizados
no estuario inferior, Molhes (R1) e Cocoruto (R6), apenas o biocida DCOIT foi
quantificavel, enquanto os outros biocidas ndo foram detectados. Essa contaminacao
pode ser oriunda dos estaleiros préximos, onde o biocida DCOIT também foi
quantificado (ER2 e ER7). Além disso, a presenca de pequenas embarcagdes da pesca
local pode ter contribuido para os niveis encontrados. Por outro lado, ainda que esses
pontos também estejam localizados no canal de acesso ao porto, e sob a agdo direta da
descarga fluvial, sdo pontos com consideraveis niveis de carbono orgénico total (COT)
e elevados teores de finos, os quais favorecem a permanéncia dos contaminantes

organicos.
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Em direcdo a regido superior do estuério, nos pontos da Bacia de Pelotas e
Nascimento (R11 e R13, respectivamente) apenas o biocida diuron foi detectado. A
ocorréncia desse composto nessa regido pode ser proveniente da sua utilizagdo em
alguns cultivos (GIACOMAZZI; COCHET, 2004), gerando aportes que atingem o
estuério através do canal de S&o Gongalo (mais proximo do ponto R13). Nos pontos
Porteira (R14) e Ponta da Feitoria (R15), limite norte do estuério, Irgarol, diuron,
DCOIT e TCMTB foram encontrados em concentra¢des > LQ. Além dos maiores teores
de sedimentos finos e quantidades significativas de COT, nesses pontos também
ocorrem bancos de sedimentos, devido a formagdo de zonas abrigadas, que podem
propiciar a deposicdo de compostos organicos (CALLIARI et al., 2009).

Alguns trabalhos ja foram realizados no estuédrio da Lagoa dos Patos (ELP)
avaliando os biocidas anti-incrustantes de 32 geracdo em diferentes matrizes ambientais.
Dominguez et al. (2014) detectou os biocidas diuron e Irgarol em 8 e 9 amostras de
agua coletadas em 2009 ao longo do ELP, respectivamente. O diuron foi detectado em
concentracdes de até 20 ng L™ (Saco da Mangueira) e o Irgarol de até 6,2 ng L™ (Praia
do Cassino). Este estudo também detectou diuron em sedimentos de 10 regides do
estuario em niveis de até 1,6 ng g™ (préximo a regido do Super Porto). A ocorréncia de
Irgarol foi detectavel em 18 das 21 amostras, porém foi quantificavel em apenas trés
amostras do canal do estuario e no saco da Mangueira em niveis de 0,2 ng g™*. Pestana
(2013) reavaliou os mesmos pontos do trabalho de Dominguez (2010), aplicando
metodologia semelhante para determinacdo do diuron e Irgarol 1051 em sedimentos
coletados em 2012. Entretanto, esse estudo ndo detectou esse composto em nenhum dos
pontos amostrados. Assim, no presente estudo a partir de coletas realizadas em 2014 foi
possivel observar ainda a presenca de Irgarol e diuron em concentracfes de 3,7 a 17,7
ng g-!, contrariando os resultados de Pestana (2013) que mostrou uma reducdo dos
niveis de concentracdo desses compostos em sedimentos entre 2009 e 2012. Além disso,
este trabalho diferencia de Dominguez (2010) e Pestana (2013) uma vez que 0S
sedimentos foram coletados no ambiente (dentro do estuario) e utilizaram outras
técnicas de extracao.

As influéncias das caracteristicas hidrodindmicas e sedimentoldgicas e as
propriedades fisico-quimicas dos biocidas avaliados devem também ser consideradas na
interpretacdo dos resultados encontrados. O Irgarol é um composto que tende a adsorver
ao material particulado, apresentando o maior tempo de meia vida dentre os biocidas

analisados. Esse composto foi amplamente utilizado em sistemas anti-incrustantes,
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tendo sido o biocida mais amplamente detectado tanto no Sistema Estuarino de Santos e
Séo Vicente (SESS) como no Estuério da Lagoa dos Patos (ELP). De forma semelhante,
o diuron, também ja foi amplamente utilizado em tintas anti-incrustantes e com elevado
tempo de meia de vida, também foi detectado na maioria das amostras analisadas,
apesar de mostrar um particionamento preferencial para a fase aquosa. O
particionamento preferencial na dgua (inferido pela maior solubilidade e menor Koc) e
possivelmente a menor utilizacdo do TCTMB em tintas anti-incrustante, também podem
ter contribuido para a menor detecgdo desse composto nos sedimentos estuarinos.

O biocida DCOIT, por sua vez, foi o composto mais frequentemente
encontrado nos dois ambientes analisados, possivelmente pela maior afinidade com
sedimento. Essa molécula pode estabelecer ligacfes estaveis, semelhante a ligacdes
covalentes com essa matriz e, por apresentar solubilidade em &gua de moderada a baixa,
tende a particionar preferencialmente no material particulado (JACOBSON;
WILLINGHAM, 2000). No entanto, entre 0os compostos estudados, o DCOIT apresenta
0 menor tempo de meia vida tanto em agua como em sedimentos. Essa observacao
permite sugerir que o0s niveis detectados no presente estudo séo possivelmente derivados
de aportes recentes ou pela presenca de particulas anti-incrustantes. Assim, os biocidas
anti-incrustantes de 3? geracdo, especialmente quando comparados ao tributilestanho
(TBT), possuem uma menor persisténcia ambiental e podem estd susceptiveis a um
rapido decaimento, especialmente no SESS. Essa rapida degradacao ja foi apontada na
literatura como um dos principais fatores que dificulta a sua determinacdo em ambientes
naturais (THOMAS; NEWAY, 2009).

O comercio e a utilizacdo de tintas anti-incrustantes contendo diferentes niveis
e ocorréncias desses biocidas na sua composi¢do também podem ter influenciado na sua
presenca/deteccdo nos ambientes estudados. Alguns trabalhos tém apontado que as
baixas concentracdes de biocidas como diuron e Irgarol 1051 em alguns ambientes
podem estar relacionadas ao seu menor uso devido ao banimento em algumas regides
como Reino Unido, Suécia e Australia (READMAN; PRICE, 2012). O biocida DCOIT,
por sua vez, € encontrado principalmente nas tintas de uso atual utilizadas em barcos
recreativos, que possivelmente sdo usadas mais frequentemente apenas em marinas
(HARINO et al., 2005). Essa observacdo corrobora com o fato de terem sido
encontradas altas concentracfes de DCOIT nos sedimentos do ELP em pontos com alta
atividade de barcos recreativos. Nesse estuario também foi observado o uso da tinta

Micron® (que utiliza DCOIT como principio ativo) em diversos estaleiros da cidade de
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Rio Grande para uso especialmente em barcos de lazer e lanchas (GUIMARAES et al.,
2015; Costa et al., 2016).

As concentracbes mais elevadas encontradas por alguns trabalhos estéo
frequentemente associadas a ambientes como baias fechadas que refletem baixo
hidrodinamismo, pontos de atracagem de embarcacdes, areas de pescaria ou de alguma
atividade naval (estaleiros, marinas, industrias de produtos navais) (HARINO et al.,
2005, 2006; EGUCHI et al., 2010). A Tabela 14 apresenta alguns dos estudos que
detectaram os biocidas diuron, Irgarol 1051, DCOIT e TCMTB em distintas regides

utilizando métodos que possibilitaram a sua analise simultaneamente.
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Tabela 13: Concentracdes (ng g™) de biocidas anti-incrustantes de 3 geragio em sedimentos estuarinos e marinhos

Localidade (Referéncia) Ambiente Diuron Irgarol DCOIT |TCMTB

Catalonia, Espanha (Martinez; Barceld, 2001) Marina <LD-137| <LD-88 <LD-4 n.a
. . Mari

Southampton Water, Reino Unido (Thomas et al., 2002) arm:;;::ec::);orto ¢ 0,4 -6,2 04-35 <LD <LD
Porto de Osaka, Japdo (Harino et al., 2005) Marina (com iate e porto) 1,1-1350 | 0,07-8,2 0,27-2,4 n.a
Costa Mediterranea Francesa (Cassi et al., 2008) Marina (com porto) n.a <LD -689 <LD n.a
Baia de Maizuru, Japdo (Eguchi et al., 2010) Baia <LD-12 | <LD-98 <LD n.a
Gran Canaria, Espanha (Sanchez-Rodriguez et al., 2011) Marina (com porto) <LD-53 | <LD-26,4 n.a <LD
Indonesia (Harino et al., 2012) Baia de Ilhas <LD -740 0,4-63 <LD - 150 n.a
California, EUA (Sapozhnikova et al., 2013) Marinas <LD-4,2 | <LD-89 n.a n.a
Coreia do Sul (Kim et al., 2015) Baias (com portos) <LD-57 | <LD-11,5 <LD-5,5 n.a
Coreia (Lee et al., 2015) Baias 6,9 — 46 <LD-73 <LD - 269 n.a
Sistema Estuarino de S&o Vicente e Santos (Presente estudo) | Canais estuarinos (com porto) | <LD-<LQ | <LD-<LQ <LD -<LQ <LD
Estuario da Lagoa dos Patos, Brasil (Presente estudo) Estuario (com porto e <LD-78 | <LD-7,8 <LD-214 | <LD-2,6

estaleiros)

n.a - ndo analisado; <LD — abaixo do limite de deteccao; <LQ — abaixo do limite de quantifica¢do
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As concentragdes do diuron reportadas pelos estudos realizados por Harino et
al. (2005; 2012) foram encontradas em sedimentos de ambientes com predominio de
barcos de pesca (pequeno e médio porte). Harino et al. (2005) analisaram amostras de
um monitoramento no porto de Osaka realizado em 2003 e observaram as maiores
concentragdes durante o verdo, quando ocorre temporada de iatismo, aumento da
atividade de navegacéo e reaplicacdo da tinta anti-incrustante. No trabalho realizado nas
baias da Indonésia, a partir de amostras coletadas em 2003, Harino et al. (2012)
mostraram que as maiores concentra¢fes do biocida diuron estavam associadas as areas
com a presenca de grandes navios da Malésia e Singapura, os quais ficavam atracados
na regiao.

No estudo de Cassi et al. (2008) foi encontrado apenas Irgarol 1051 dentre os
biocidas anti-incrustantes de 3% geracdo. Esse biocida, no entanto, apresentou altas
concentracdes (689 ng g) em uma regido da costa mediterranea francesa relacionada ao
maior trafego de grandes navios de suporte (ship chandler) e, possivel, presenca de
particula de tintas proveniente da limpeza dos cascos de navios. Com relacdo ao
TCMTB, apenas dois trabalhos avaliaram a ocorréncia desse composto em amostras de
sedimentos, sendo que nenhum deles obteve resultados acima do limite de deteccédo
(THOMAS et al., 2002; SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2011).

Altas concentragdes de DCOIT em locais sob fonte direta de contaminacéo
proveniente da reparacdo e ancoragem de barcos de lazer foram observadas na regido do
estuario da Lagoa dos Patos, Brasil (presente estudo) e nas baias da Indonésia
(HARINO et al, 2012). Esse composto também foi encontrado em maiores
concentracdes em areas sob influéncia da urbanizacdo e industrializacdo na costa da
Coreia, onde existem grandes portos e estaleiros para manutencdo de embarcacdes (LEE
et al., 2015).

Concentracbes menos significativas em sedimentos também podem ser um
reflexo do menor tempo de residéncia dos ambientes estudados, o que pode nao ter
permitido que o contaminante chegue aos sedimentos, ainda que esse seja um
compartimento de destino final desses contaminantes. Assim, ainda que ndo tenha sido
quantificado em algumas amostras, especialmente no SESS, os biocidas anti-
incrustantes de 32 geracdo se mostraram presentes nos ambientes estudados.

Desse modo, considerando que o material em suspensdo pode ser uma
importante matriz para verificar aportes mais recentes, e que 0s biocidas anti-

incrustantes podem estar particionados principalmente na fase particulada, essa pode ser
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uma importante matriz para avaliar a sua entrada recente. A baixa concentragcdo em
sedimentos e a remobilizacdo que pode acontecer no ELP e no SESS por processos
naturais como maré, correntes ou por eventuais dragagens podem indicar que biocidas
possam esté aderidos nessa matriz em vez dos sedimentos estuarinos.

Alguns trabalhos ja destacaram o uso do material em suspensdo, além do
sedimento de fundo, como forma de monitorar a contamina¢do em ambientes aquaticos.
Dafforn et al. (2012) observaram a correlagéo entre as concentragdes de cobre, ferro,
manganés e zinco encontradas nos dois compartimentos em area portuarias da Austrélia.
Enquanto Santos et al. (2010) também inferiu que a menor frequéncia de compostos
butilestanicos no canal de Sdo Vicente (SP) pode ter sido influenciado pelo material em
suspensdo, uma vez que nao houve correlagdo entre os resultados e a matéria organica,
granulometria ou oscilacdo da maré. Nesse caso, 0S autores consideram que a
hidrodinamica do canal pode ter permitido a sorcdo e desorcdo entre o material em
suspensdo e o sedimento.

Os estudos dos niveis, possiveis fontes, transporte e ciclagem dos biocidas nos
ambientes aquaticos costeiros sdo importantes devido ao risco ecoldgico decorrente da
sua exposicdo a biota local. Wezel; Vlaardingen et al. (2004) determinaram o limite de
risco ambiental (ERL, “environmental risk limit”) para Irgarol 1051, diclofluanida,
ziram, clorotalonil e TCMTB, tendo observado que concentracdes na faixa de ng g™
apresentam um potencial risco para o ecossistema para lIrgarol 1051 (1,4 ng g7) e
clorotalonil (50,6 ng g). A falta de informacées disponiveis impossibilitou a obtencéo
do ERL para os outros compostos. Embora, os dados gerados no presente trabalho nédo
sejam suficientes para garantir que ocorram efeitos ecotoxicologicos em areas estuarinas
da costa brasileira, é possivel inferir que as concentragdes encontradas no ELP
representam um risco em potencial para os organismos do ambiente.

Dados ecotoxicologicos de ensaios realizados com os biocidas anti-incrustantes
de 32 geracdo em sedimentos ainda sdo muito escassos na literatura. Dos trabalhos
disponiveis em testes individuais com esses compostos, 0 DCOIT se mostrou como o de
maior toxicidade para organismos. ONDUKA et al. (2013) encontraram um CENO - 14
dias (concentracao de efeito ndo observado) de 9,7 ng g * e CL50 — 14 dias de 110 ng g°
! para DCOIT em ensaios de toxicidade realizados com poliquetas. PERINA et al.
(2011) encontraram altas concentraces de CLsy — 10 dias para diuron e Irgarol (2886
g gt e 174 pg g*, respectivamente) em ensaios de toxicidade realizados com

Lytechinus variegatus (ourico do mar). No entanto, em um experimento com
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microcosmo Gallucci et al. (2015) observaram uma reducdo na densidade de
organismos de meiofauna e nematddos a partir de concentracfes tdo baixas quanto 2,8
ng g™ de diuron e 8,5 ng g™ de Irgarol em sedimento.

Além disso, a preocupacdo com a toxicidade dos biocidas no ambiente deve ser
ampliada para agua intersticial ¢ coluna d’agua, uma vez que a dissolugdo destes
compostos pode aumentar a biodisponibilidade para organismos (FENT, 2004). Perina
(2009) também destaca que uma possivel redisponibilizacdo (possivelmente pela
bioturbacgdo) de contaminantes como trifenilestanho (TPT) e Irgarol para agua acarretam
numa maior toxicidade para o anfipoda Tiburonella viscana em comparagéo a ensaios
em sedimentos. Tolhurst et al. (2007) destacaram que organismos podem sofrer efeito
toxico a partir da exposicdo ao sedimento em suspensdo, como foi mostrado em um
teste de laboratorio que verificou a inibicdo do crescimento da alga Ulva intestinalis
exposta por 21 dias a um sedimento fortificado com 400 ng g™ de Irgarol, porém
mantido em suspensdo por todo o ensaio.

Ainda sim, os ensaios de toxicidade em agua para o0s biocidas anti-incrustantes
de 3? geracdo indicam uma maior sensibilidade para organismos como bacteérias,
microcrustaceos e microalgas (KOBAYASHI; OKAMURA, 2002). Um dos principais
trabalhos nessa linha € o de Fernandez-Alba et al. (2002) que avaliaram a toxicidade
aguda para trés organismos em testes individuais e de mistura dos biocidas anti-
incrustantes. Para Selenastrum capricornotum (microalga), por exemplo, foi encontrada
a seguinte ordem descrente de toxicidade: TBT > clorotalonil > Irgarol 1051 > diuron >
diclofluanida > TCMTB. No entanto, dependendo do organismo utilizado nos testes,
essa ordem de toxicidade por variar, sendo que em alguns casos o DCOIT ou
clorotalonil (compostos clorados) podem causar efeitos toxicos tao significativos quanto
o TBT (FERNANDEZ; PINHEIRO, 2007; BELLAS, 2006). Com isso, é valido
destacar que a toxicidade na coluna d’agua pode ter uma maior relevancia ambiental,
pois além dos compostos estarem possivelmente mais biodisponiveis nesse
compartimento, a contaminacgéo recebida no ambiente pode ndo chegar na sua totalidade
aos sedimentos devido a processos de degradacdo ou perdas durante a transferéncia
entre esses dois compartimentos.

Quando inseridos no meio ambiente, esses biocidas também podem causar
preocupacdo devido a toxicidade por mistura desses compostos. Esses compostos

quimicos raramente sdo encontrados isolados no ambiente, pois além de estarem
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presentes nas tintas anti-incrustantes de diferentes marcas e formulagdes, podem ser
liberados em conjunto, uma vez que a formulagcdo de algumas tintas pode conter até
quatro biocidas organicos (OMAE, 2003). Fernadez-Alba (2002) também observou
efeitos sinergéticos quando organismos sdo expostos simultaneamente a misturas de
biocidas. Nesses casos, a toxicidade pode ser incrementada de 10 a 50 vezes. Assim,
embora a maiorias dos niveis dos biocidas analisados no presente estudo tenham estado
abaixo do LQ nas amostras avaliadas (1 ng g™ para Irgarol, diuron e TCMTB e 5 ng g*
para DCOIT) do SESS e do ELP, ndo se pode descartar a possibilidade da ocorréncia de
efeitos tdxicos para a biota, pois a acdo combinada entre os biocidas ou com outros
compostos presentes no ambiente pode representar um risco, mesmo em concentragdes
baixas.

Esse fato também permite ponderar que a analise das amostras ambientais foi
realizada utilizando um elevado limite de quantificacdo considerando que a toxicidade
dos biocidas anti-incrustantes estudados no presente trabalho, principalmente quando
combinados, podem estar em concentragcbes ainda menores. Assim, € importante
otimizar metodologias que permitam obter limites de deteccdo e quantificacdo menores,
possibilitando assim um melhor entendimento do impacto ambiental gerado por esses
biocidas.

Além disso, vale salientar que a contaminacéo por biocidas anti-incrustantes de
3% geracdo (alternativas para o uso do TBT) ndo esta limitada aos compostos analisados
nesse trabalho e que estudos sobre as suas ocorréncias e impactos ambientais ainda sao
escassos. Compostos organometalicos como 6xido cuproso, zinco piritiona, ziram e
zineb aparecem comumente nas formulaces de tintas anti-incrustantes, sendo muitas
vezes o principal biocida ativo (comunicacdo pessoal)2. No entanto, problemas
analiticos na sua determinacdo e quantificacdo dificultam os estudos com esses
compostos (Castro et al., 2011). Da mesma forma, os niveis ambientais para outros
compostos organicos como diclofluanida, presente nas composicdes de tintas utilizadas
no Reino Unido e de clorotalonil usadas em algumas formulacGes de tintas no Japéo
(comunicacdo pessoal)?, ainda ndo sdo conhecidos pois a rapida degradabilidade e

reatividade desses compostos dificultam sua deteccdo no ambiente.

Informacdo obtida por César A. Paz-Villarraga. Instituto de Oceanografia. Universidade
Federal de Rio Grande. 2016 84



5. CONCLUSAO:

O método analitico para determinagdo simultdnea dos biocidas anti-incrustantes
Irgarol 1051, diuron, DCOIT e TCMTB em sedimentos marinhos através da técnica de
sonificacdo e utilizando LC/MS-MS foi validado e atendeu aos critérios estabelecidos
pelo INMETRO (2011) e SANTE (2015).

Foi observado um efeito matriz significativo durante a analise dos biocidas por
LC/MS-MS, o qual apresentou intensidades distintas para cada analito e sedimento
analisado. Desta forma, fica evidenciado que a natureza e composi¢do da matriz, bem
como as propriedades dos analitos de interesse, influenciam na ocorréncia e magnitude
do efeito matriz.

O uso das curvas de calibragdo na matriz para cada grupo de amostras de
sedimentos agrupados de acordo com as suas caracteristicas granulométricas e de teor
de carbono organico representa uma alternativa para minimizar o efeito matriz e, assim,
garantir uma melhor qualidade analitica. Outra alternativa seria o emprego dos
compostos marcados isotopicamente, porém nem sempre estes compostos estdo
disponiveis no mercado, além do custo elevado.

A maioria dos biocidas anti-incrustantes de 32 geracao foi encontrada ao longo
de todo Sistema Estuarino de Santos e Sdo Vicente, porém abaixo do limite de
quantificacdo do método empregado. Possivelmente, as caracteristicas do ambiente
como baixo tempo de residéncia da agua e elevado hidrodinamismo, bem como a
susceptibilidade a degradacdo desses compostos e o particionamento preferencial do
diuron e Irgarol na fracdo dissolvida, podem ter dificultado o particionamento no
sedimento.

No estuario da Lagoa dos Patos, locais com menor hidrodinamismo e aporte
direto de contaminacdo por biocidas anti-incrustantes, como alguns estaleiros e o iate
clube de Rio Grande, apresentaram 0s maiores niveis de contaminagdo. Possivelmente,
estas maiores concentracdes dos biocidas estdo relacionadas a presenca de particulas de
tintas anti-incrustantes. Os pontos amostrados ao longo do canal apresentaram menores
concentracdes dos biocidas, possivelmente associados a maior distancia das fontes de
contaminacdo e a elevada hidrodindmica na regiao.

Desse modo, a ocorréncia de particulas de tintas nas proximidades dos estaleiros
do estuario da Lagoa dos Patos representa uma fonte importante de contaminagdo por

biocidas anti-incrustantes para as regides proximas, representando um aumento
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significativo na persisténcia destes biocidas e, consequentemente, um maior risco de

exposicao a biota.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

A validacdo da metodologia no presente estudo permitiu 0S avangos nos
estudos em matrizes ambientais para os biocidas anti-incrustantes de 32 geragdo. No
entanto, otimizacGes metodoldgicas para diminuir o limite de deteccdo e quantificacdo
dos compostos, por exemplo, poderdo permitir um melhor acompanhamento dos niveis
de contaminacgdo encontrados no ambiente.

Além disso, ampliar a gama de biocidas do método analitico validado para
quantificar simultaneamente outros biocidas, como o clorotalonil e diclofluanida, que
também estdo presentes em tintas anti-incrustantes e podem estar impactando o
ambiente, uma vez que séo escassas as informacdes ambientais sobre esses compostos.

Pesquisas adicionais sobre o comportamento ambiental dos biocidas anti-
incrustantes de 3° geragdo também sdo necessarios, incluindo outras matrizes
ambientais como o material em suspensdo e organismos aquaticos, pois pouco se

conhece das interacdes que esses compostos podem sofrer no ambiente.
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ANEXO |

Cromatogramas MRM obtidos para os biocidas analisados. fons de monitoramento na parte superior e ions de confirmagdo na parte

inferior:
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ANEXO I

Curvas de calibracéo (no solvente e na matriz) utilizadas na quantificacdo das amostras do estuario da Lagoa dos Patos

. 1,000,000,000 - 70,000,000
35,000,000 - [t
Diuron 500000000 | Irgarol TCMTB
30,000,000 - R=09595 800,000,000 - 60,000,000 #-09993
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25,000,000 - /000,
& 600,000,000 -
8 R2=0.9992
%20,000,000 1 R220.9995 % 500,000,000 - ng,ooo,ooo R?=09994
H & 400,000,000 - &
& 15,000,000 - 300,000,000 - & 30,000,000
10,000,000 - 200,000,000 20,000,000
100,000,000 1 @ Solvente ELP
5,000,000 - *Solvente fp 0 ‘ ‘ ‘ 10,000,000
4 0 100 200 300 # Solvente ELP
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Concentragdo (ng mL1) 0 ! ! ! ! ! !
0 50 100 150 n mE‘QP 250 300 0 50 100 150 200 250 300
0 60 (ng Concentragdo (ng mL?)
25,000,000 - 180,000,000 - .
DCOIT Atrazina-d5
160,000,000 -|
2
20,000,000 - R*=0.9995 140,000,000 R?=0.999
120,000,000 - 220
8 15,000,000 . R2=0.9998
g € 100,000,000
0 4
10,000,000 & 80,000,000
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40,000,000
A @ Solvente ELP 20,000,000 ® Solvente ELP
0 50 100 150 200 250 300 0 ‘ ‘ : : : ‘
0 50 100 150 200 250 300
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